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Еще в стенах Военномедицинской ака
демии (ВМА) им. С. М.  Кирова (1936–
1941  гг.) Н. П.  Мазуренко проявил ин
терес к  исследованиям в  области 
инфекционной патологии. Его первые 
работы по  микробиологии, актуальные 
для военного времени, были опублико
ваны в 1943 г., когда автор считался про
павшим без  вести, а  фактически нахо
дился в  фашистском плену. К  научной 
работе Николай Петрович смог вернуть
ся лишь осенью 1946  г. в  лаборатории 
профессора Л. А.  Зильбера в  Институте 
вирусологии им. Д. И.  Ивановского, где 
продолжил начатую еще  в  ВМА работу 
по  созданию вакцин против вирусов 
дальневосточного и  шотландского эн
цефалитов. Впервые им был показан 
«факт специфического действия моно
хроматического света с  длиной волны 
2357 А, который, избирательно действуя 
на нуклеиновые кислоты, приводит 
к инактивации вируса». Эффективность 
полученных ультрафиолетовых вакцин 
многократно превышала эффектив
ность формолвакцин и  вакцин, полу
ченных нагреванием.

Познакомившись с Л. А. Зильбером, Ни
колай Петрович увлекся проблемой ви
русологии опухолей. В  1953–1956  гг., 
работая в  Киевском институте эпиде
миологии и микробиологии, он пытался 
экспериментальным путем проверить 
предположение, по которому «опухоле
родные вирусы произошли из  неопу
холеродных». В  книге «Роль вирусов 
в этиологии лейкозов» (1962) он писал, 
что «инфекционные вирусы, длитель
ное время культивируемые в  опухоли, 
могут приобрести опухолеродные свой
ства по аналогии с явлением трансдук

ции микроорганизмов», чем  предвос
хитил выдвинутые в  1970х годах 
предположения о  клеточном происхо
ждении опухолеродных вирусов в  ре
зультате трансдукции клеточных генов.

В 1956 г. Н. П. Мазуренко открыл способ
ность инфекционных вирусов активи
ровать у  мышей низкораковой линии 
латентный опухолеродный вирус, вызы
вающий, в  свою очередь, у  инфициро
ванных мышей лейкоз, гемоцитобла
стозретикулез. Таким образом, наряду 
с вируснорадиационным, а позже опи
санным вируснохимическим был от

крыт новый механизм канцерогенеза – 
вирусновирусный. Открытое явление 
было высоко оценено научной общест
венностью, поскольку оно расширяло 
существующие представления о  проис
хождении злокачественных опухолей. 
Выделенный из  лейкозной ткани мы
шей вирус стал первым открытым в на
шей стране и  одним из  первых в  мире 
онкогенных ретровирусов, который в ли
тературе носит имя автора «вирус Ма
зуренко». В  дальнейшем справедли
вость открытого им и его сотрудниками 
явления была доказана на других моде
лях животных (куры, собаки) с  исполь
зованием иных инфекционных вирусов. 
«Явление вирусного коканцерогенеза» 
было зарегистрировано в  качестве от
крытия в 1982 г.

С  1962 по  1984  г. профессор Н. П.  Ма
зуренко возглавлял лабораторию виру
сологии лейкозов в  ВОНЦ РАМН СССР 
и  вместе с  сотрудниками лаборатории 
вписал яркие страницы в историю отече
ственной онковирусологии. Так, в 1967 г. 
впервые была описана возможность 
фенотипического смешивания вирусов 
лейкозосаркоматозного комплекса, при
надлежащих животным разных ви
дов  – млекопитающим и  птицам. Эти 
исследования были проведены в  США 
только в 1977 г.

В  1967  г. внимание Николая Петровича 
привлек высокопатогенный вирус гер
песа кур, вызывающий развитие опухо
лей и поражение нервов (вирус болезни 
Марека, ВБМ), как  удобная естествен
ная модель для  изучения канцероге
неза, ассоциированного с  герпесвиру
сами. Появилась идея приготовить 
высокоэффективную вакцину против лим

6 января 2019 г. исполнилось 
100 лет со дня рождения 

Николая Петровича 
Мазуренко, одного 

из основоположников 
онковирусологии в нашей 

стране, ученого с мировым 
именем, более 40 лет 

посвятившего изучению 
вирусной природы опухолей

К 100-летнему юбилею профессора Николая Петровича Мазуренко 
1919–1984
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фомы Марека как  прообраз вакцины 
против опухолей, индуцированных гер
песвирусом Эпштейна–Барр. Для  ре
шения проблемы было создано единст
венное в  СССР хозяйство безлейкозных 
кур, эмбрионы которых стали необходи
мым субстратом для  приготовления 
безлейкозной вакцины против лимфо
мы Марека. Были выделены и изучены 
2 штамма ВБМ с  различной патоген
ностью и отработан быстрый метод оп
ределения инфицирования кур патоген
ным ВБМ по  присутствию вирусного 
антигена в эпителии перьевых фоллику
лов, являющихся основным источником 
распространения вируса. Высокая эф
фективность приготовленных в  лабо
ратории вариантов вакцины против 
лимфомы Марека и успешно апробиро
ванных в  полевых и  жестких экспери
ментальных условиях на  сотнях тысяч 
кур позволяла осуществить промыш
ленную наработку отечественной вак
цины, однако эта экономически важная 
для  страны инициатива была похоро
нена в  межведомственных коридорах 
системы социалистического хозяйство
вания.

Начиная с  1974  г. под  руководством 
Н. П.  Мазуренко впервые в  СССР стали 
проводиться широкомасштабные иссле
дования по  изучению ассоциации гер
песвируса Эпштейна–Барр со злокаче
ственными новообразованиями человека. 
Была подтверждена этологическая при
частность вируса к  возникновению ин

фекционного мононуклеоза, рака носо
глотки, определенных гистологических 
вариантов лимфомы Ходжкина. Был 
разработан и  внедрен в  клиническую 
практику метод серологической диаг
ностики рака носоглотки, оказавшийся 
чрезвычайно полезным для  диагно
стики этой формы рака в  случаях опу
холевого процесса, сопровождающего
ся метастазами в лимфатические узлы 
шеи без первично выявленного очага. 
Эти исследования, инициированные 
Николаем Петровичем 45  лет назад, 
активно продолжаются в  лаборатории 
в  настоящее время на  молекулярном 
уровне.

Профессор  Н. П.  Мазуренко был нацио
нальным куратором международной 
программы «Вирусный канцерогенез» 
и  председателем Всесоюзной проблем
ной комиссии по  «Вирусологии и  им
мунологии опухолей». Он опубликовал 
более 230 научных работ, подготовил 
большое число кандидатов и  докторов 
наук. Научные заслуги Николая Петро
вича получили широкое признание как 
у  нас в  стране, так и  за  рубежом. Ему 
присвоено звание заслуженного деяте
ля науки РСФСР, монография «Роль ви
русов в этиологии лейкозов» была удо
стоена премии им. Д. И.  Ивановского, 
а  Академия наук Чехословакии отме
тила его высшей наградой  – почетной 
золотой медалью им. Я. Пуркинье «За 
выдающиеся заслуги перед наукой и че
ловечеством».

Николай Петрович был энтузиастом 
и  романтиком науки, отличался широ
той и независимостью научного мышле
ния, стремился к  проведению поиско
вых исследований, привлекал к  этому 
молодых и  энергичных ученых, владе
ющих современными методами. По его 
инициативе на базе лаборатории вирус
ного канцерогенеза в  1978  г. была со
здана лаборатория молекулярной 
 биологии вирусов, которую возглавил 
проф. Ф. Л. Киселев.

Николая Петровича как  ученого всегда 
характеризовали высокая принципи
альность, бескомпромиссность, тща
тельность в планировании эксперимен
та и глубина анализа. Привлекательной 
чертой его личности было повышенное 
чувство справедливости, которое неиз
менно присутствовало при решении лю
бых вопросов и на любом уровне. В жиз
ни Николай Петрович был сердечным 
и отзывчивым человеком, любил жизнь 
и  природу, был страстным охотником 
и  рыбаком, прекрасным шахматистом, 
хорошо знал историю и  литературу. 
Жизнь Николая Петровича Мазуренко 
может служить примером стойкости, 
принципиальности и бескомпромиссно
сти большого ученого, его исследования 
внесли большой вклад в онковирусоло
гию и значительно обогатили наши зна
ния об  опухолях и  вызывающих их ви
русах.

В. Э. Гурцевич, Н. Н. Мазуренко
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Аутоантитела против опухолеассоциированных антигенов 
как класс серологических маркеров

Н. В. Маршутина1, Н. С. Сергеева1, 2, И. И. Алентов1, А. Д. Каприн1
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медицинский исследовательский центр радиологии» Минздрава России; Россия, 125284 Москва, 2-й Боткинский проезд, 3; 

2ФГБОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н. И. Пирогова» Минздрава России; 
Россия, 119049 Москва, ул. Островитянова, 1

Контакты: Игорь Игоревич Алентов prognoz.06@mail.ru

Обзор посвящен современным представлениям об аутоантителах (ААТ) как одном из классов опухолеассоциированных биомар-
керов. Рассматриваются причины гуморального ответа организма в виде ААТ к различным опухолеассоциированным белкам 
при развитии и прогрессировании злокачественного опухолевого процесса. Собственные белки в процессе канцерогенеза могут 
сверхэкспрессироваться, стать мутантными, подвергнуться посттрансляционной модификации, аномально локализоваться, 
аберрантно деградировать, становясь иммуногенными и, как следствие, восприниматься иммунной системой как чужеродные. 
Обсуждаются преимущества ААТ в качестве биомаркеров перед их лигандами – опухолеассоциированными антигенами.
Приведены данные по диагностической ценности некоторых ААТ, рассматриваются основные современные методы их исследо-
вания. Обсуждаются возможности использования ААТ в скрининге, направленном на активное выявление ранних стадий рака, 
а также для прогноза и мониторинга течения опухолевого процесса у онкологических больных в целях доклинического выявления 
рецидивов.

Ключевые слова: опухолеассоциированные антигены, аутоантитела, иммунный ответ, скрининг, прогноз течения опухолевого 
процесса
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Autoantibodies against tumor-associated antigens as one class of serological markers
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This review is devoted to modern notions about autoantibodies (AAb) as one of classes of tumor biomarkers. Principles of humoral response 
by way of autoantibodies to different tumor-associated proteins in the process of malignant tumor progression are considered. During carci-
nogenesis self-proteins may become overexpressed, mutant, undergo posttranslational modification, localize abnormally, degrade aberrant-
ly, becoming immunogenic and, as a result, be recognized by immune system as allogeneic. Advantages of AAb as biomarkers over its li-
gands – tumor antigens – are discussed.
Data regarding a diagnostic value of some AAb are given, modern methods of its assessment are considered. Possibilities of AAb using in 
screening, aimed at active diagnostics of cancer on early stages as well as prognosis and monitoring of patients with malignant diseases are 
discussed.

Key words: tumor antigens, autoantibodies, immune response, screening, prognosis of tumor outcome

For citation: Marshutina N. V., Sergeeva N. S., Alentov I. I., Kaprin A. D. Autoantibodies against tumor-associated antigens as one class 
of serological markers. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(1):10–7.

В решении проблемы активного выявления ранних 
форм онкологических заболеваний большое внимание 
уделяется поиску новых опухолеассоциированных 
маркеров. Одна из таких перспективных групп сыво-
роточных опухолеассоциированных биомаркеров пред-
ставлена аутоантителами (ААТ), мишенями которых 
являются специфические опухолеассоциированные 

аутологичные антигены (ОААГ). Циркулирующие ААТ 
у онкологических больных были обнаружены в 1966 г. 
S. von Kleist и P. Burtin, а затем и другими исследова-
телями, что привело к идентификации целого спектра 
представителей этой группы биомаркеров [1–3]. В ли-
тературе описан ряд преимуществ ААТ перед их ли-
гандами – ОААГ в качестве серологических опухолевых 
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маркеров. Во-первых, циркулирующие антитела про-
являют бо́льшую стабильность во времени по сравне-
нию с соответствующими антигенами, поскольку по-
следние подвергаются протеолизу, а антитела – очень 
ограниченно [1]. Во-вторых, иммунный ответ на ассо-
циированные с опухолью антигены сопровождается 
амплификацией клонов В-лимфоцитов и синтезиру-
емых ими антител, так что AAТ можно обнаружить 
раньше и в больших количествах, чем сами антигены. 
Таким образом, продукция ААТ, являясь следствием 
противоопухолевого иммунологического надзора, 
предшествует манифестации клинических проявлений 
заболевания на несколько месяцев и даже лет [2–7]. 
В связи с этим ААТ против аутологичных ОААГ счита-
ются перспективными для использования в скринин-
говых программах в качестве неинвазивных лаборатор-
ных методов для раннего выявления злокачественных 
опухолей [1, 5]. В ряде работ обосновывается пригод-
ность тестов на ААТ и для прогноза течения опухоле-
вого процесса, доклинического выявления прогресси-
рования заболевания, а также для персонализации 
терапевтических подходов в онкологии [2, 3, 8]. Кроме 
этого, по мнению R. T. Fortner и соавт., иммунофер-
ментный метод определения ААТ (ELISA) легко пере-
водится на платформы клинической химии [4].

В последнее десятилетие инициировано большое 
количество исследований, направленных на иденти-
фикацию новых высокочувствительных ОААГ и по-
следующего выявления специфичных к ним ААТ 
при злокачественных новообразованиях разных лока-
лизаций, на базе подходов, позволяющих одновремен-
но оценить концентрации множества представителей 
данного класса биомаркеров. В этих целях используют 
описанные в ряде обзоров различные современные 
лабораторные методы: MAPPing (multiple affinity protein 
profiling – мультиаффинное профилирование белков), 
SEREX (serological analysis of tumor antigens by recom-
binant cDNA expression cloning – серологический ана-
лиз опухолевых антигенов с помощью клонирования 
рекомбинантной ДНК), SERPA (serological proteome 
analysis – серологический анализ протеома), NAPPA 
(nucleic acid programmable protein arrays – метод про-
граммируемых матриц белков на основе нуклеиновых 
кислот), технологию фагового дисплея, белковые ми-
крочипы и др. [1–3].

С другой стороны, среди разработчиков методов 
ранней лабораторной онкодиагностики растет число 
сторонников использования не отдельных биомарке-
ров, а комплексов наиболее чувствительных из них для 
конкретных злокачественных заболеваний [6]. Приме-
рами таких комплексных подходов являются алгоритмы: 
ROMA (risk of ovarian malignancy algorithm), основанный 
на сочетании СА125 и НЕ4, для раннего выявления ра-
ка яичников (РЯ), и оценка соотношения различных 
изоформ простатического специфического антигена 
(индекс здоровья предстательной железы) для диагно-
стики рака предстательной железы и др. [9–14].

Внедрение современных генетических и протеом-
ных методов исследования привело к созданию раз-
личных мультипанелей ОААГ и ААТ со сравнительно 
высокой чувствительностью и специфичностью для 
опухолей основных локализаций (рак легкого (РЛ), 
пищевода (РП), молочной железы (РМЖ), РЯ и др.) 
[3, 4, 15–17].

Существует ряд причин возникновения аутореак-
тивного иммунного ответа в виде появления ААТ при 
развитии опухолевого процесса. Так, собственные бел-
ки в процессе канцерогенеза могут сверхэкспрессиро-
ваться, стать мутантными, подвергнуться посттрансля-
ционной модификации, аномально локализоваться, 
аберрантно деградировать, становясь иммуногенными, 
и, как следствие, восприниматься иммунной системой 
как чужеродные [3, 18–20].

Одной из главных причин развития иммуногенно-
сти аутологичных белков опухолевых клеток в процес-
се канцерогенеза считается их аберрантная сверхэкс-
прессия, т. е. увеличение антигенной нагрузки. Это, 
как предполагают, приводит к преодолению иммуно-
логической толерантности в отношении собственных 
белков, воспринимаемых иммунной системой как 
ОААГ, и выработке ААТ у онкологических больных [2]. 
Известно, что в ряде случаев иммунный ответ у онко-
логических больных распознает неоантигены, которые 
экспрессируются только в опухолях [2, 15]. Однако, 
как отмечают P. Zaenker и соавт. [15], большинство 
опухолеассоциированных ААТ направлено против соб-
ственных антигенов, которые аберрантно экспресси-
рованы (например, HER-2 / neu, р53 и ras) [21, 22]. 
Иммуногенность р53 может инициироваться не толь-
ко сверхэкспрессией его дикой, но и мутантной формы, 
которая накапливается в цитозоле и ядрах опухолевых 
клеток [21, 22].

Показано, что эктопическая экспрессия белков 
также может приводить к развитию гуморального им-
мунитета. Хорошо известен такой класс ОААГ, как ан-
тигены РЯ, или раково-тестикулярные (раково-гамет-
ные) антигены (cancer-testis antigens (СТА)). В норме 
их экспрессию (преимущественно MAGE-1 и MAGE-4) 
можно обнаружить только в клетках яичек, где они 
вовлечены в разные этапы сперматогенеза, и в плацен-
те (т. е. в иммунопривилегированных тканях с малым 
числом антигенпредставляющих клеток) [23]. Повы-
шенная экспрессия различных представителей СТА 
в соматических клетках ассоциирована с продукцией 
ААТ у больных с опухолями разных локализаций (РЯ, 
РМЖ, рак предстательной железы, почки, меланома 
и др.). Гены, кодирующие СТА, представлены более 
чем 240 членами из 70 семейств и объединены в 2 
большие группы на основании локализации их на Х- 
или Y-хромосоме [24]. Соответственно, СТА условно 
также можно разделить на 2 группы: белки, кодиру-
емые генами, локализующимися на Х-хромосоме 
(например, MAGE-A – Xq28, MAGE-B – Xp21, 
GAGE – Xp11.4-11.2, NY-ESO – Xq28, SSX-Xp11.2), 
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и локализующимися на других хромосомах (SCP-1 – 
1p13, OY-TES-1 – 12p13.32). Х-СТА составляют более 
половины всех представителей этой группы ОААГ. 
Известно несколько больших семейств СТА (MAGE, 
BAGE, GAGE, HAGE, PAGE, XAGE, LAGE, NY-ESO-1 
и SAGE) и не менее 40 экспрессируемых в опухолях 
представителей, которые исследуются в качестве он-
кофетальных ОААГ, способных индуцировать образо-
вание ААТ [2, 23, 24].

Соматические мутации, которые приводят к уси-
лению иммуногенности собственных белков через 
продукцию новых антигенных эпитопов, – это точеч-
ные мутации, сдвиг рамки считывания, а также рас-
ширение или усечение кодирующей последовательности 
[25]. Они также могут сопровождаться неправильной 
укладкой (фолдингом) белков, изменением их стабиль-
ности и локализации, что не остается незамеченным 
иммунной системой [3]. Кроме этого, пептиды ряда 
белков – продуктов мутантных генов обладают выра-
женной способностью образовывать комплексы с мо-
лекулами главного комплекса гистосовместимости, 
которые распознаются Т-лимфоцитами [2]. Такие бел-
ки индуцируют высокоспецифичный гуморальный 
ответ, опосредованный костимулирующими сигнала-
ми от Т-лимфоцитов (Т-хелперы включают гиперму-
тационный механизм формирования и отбора клонов 
B-лимфоцитов, производящих антитела с высокой 
аффинностью взаимодействия с антигенами, а также 
механизм переключения в них изотипов тяжелых цепей 
антител и тем самым регулируют силу, продолжитель-
ность и эффективность иммунного ответа), в резуль-
тате чего В-клетки продуцируют антигенспецифиче-
ские антитела [3].

Посттрансляционная модификация белков (напри-
мер, гликозилирование, фосфорилирование, окисле-
ние или протеолитическое расщепление) может ин-
дуцировать иммунный ответ путем продуцирования 
неоэпитопов. Как известно, иммунный ответ в виде 
продукции высокоаффинных антител (класса IgG) 
требует распознавания антигена как В-, так и Т-лим-
фоцитами [1, 3]. В итоге иммунный ответ против таких 
иммуногенных эпитопов ОААГ вызывает продукцию 
ААТ, которые в ряде случаев могут рассматриваться 
как серологические опухолеассоциированные биомар-
керы [26].

Запускать гуморальный ответ способны внутрикле-
точные белки, которые в процессе злокачественной 
трансформации приобретают аберрантную локализа-
цию и в дальнейшем при гибели опухолевых клеток 
попадают в кровь. Так, сверхэкспрессия и аберрантная 
локализация в цитозоле ядерного белка циклина В1 
выявлены в клетках злокачественных опухолей различ-
ных локализаций [2, 27]. Кроме этого, у больных раком 
поджелудочной железы, толстой кишки, РЛ, РМЖ 
в сыворотке крови обнаружены высокие уровни ААТ 
к циклину В1 [2, 27]. Также в крови пациентов со зло-
качественными заболеваниями (рак предстательной 

железы, почки, меланомы, РМЖ и др.) выявлены по-
вышенные уровни как внутриклеточного белка цАМФ-
зависимой протеинкиназы, так и ААТ к нему [2, 28].

Не совсем понятно, как некоторые известные 
ОААГ, являющиеся внутриклеточными белками, могут 
запускать гуморальный ответ [2].

Одна из гипотез предполагает, что аберрантная 
гибель опухолевых клеток сопровождается высвобо-
ждением модифицированных внутриклеточных бел-
ков, которые представляются иммунной системе в вос-
палительном окружении [29, 30]. Аберрантная гибель 
опухолевых клеток может носить характер дефектного 
апоптоза с неэффективным клиренсом апоптотических 
телец или других форм клеточной гибели, таких как не-
кроз. Повторные циклы такой аберрантной гибели 
опухолевых клеток сопровождаются стойким выбросом 
в кровеносное русло модифицированных внутрикле-
точных белков [2].

Другая гипотеза основывается на установлении 
того факта, что при реализации апоптоза некоторые 
ОААГ могут инициировать миграцию лейкоцитов и не-
зрелых дендритных клеток посредством взаимодейст-
вия со специфическими рецепторами, связанными 
с G-белками на этих клетках. Такая хемотаксисная 
активность тканеспецифических ОААГ связана с ре-
ализацией системы «сигналов опасности» из повре-
жденных тканей и направлена на их восстановление. 
Поскольку в норме ОААГ изолированы от взаимодей-
ствия с иммунной системой, то после поглощения 
незрелыми дендритными клетками и представления 
в комплексе с молекулами главного комплекса гисто-
совместимости они будут распознаваться Т-лимфоци-
тами как иммуногенные.

Также предполагается, что молекулы ОААГ, обла-
дающие структурным сходством с перекрестно реаги-
рующими чужеродными антигенами (структурная 
мимикрия), способны вызывать гуморальный ответ. 
ОААГ, образовавшие комплексы с белками теплового 
шока (шаперонами), в ряде случаев становятся имму-
ногенными за счет иммуномодуляторных свойств бел-
ков теплового шока [31, 32].

Потенциальными антигенами, вызывающими вы-
работку ААТ, могут служить опухолеассоциированные 
пептиды, которые образуются из внутриклеточных 
белков опухолевых клеток. Например, у больных раком 
печени в сыворотке крови обнаруживают фрагменты 
кальретикулина – CALR (Са-связывающий белок эн-
доплазматического ретикулума) [28, 33].

Увеличивающийся список белков, против которых 
идентифицированы ААТ у больных со злокачествен-
ными новообразованиями разных локализаций, вклю-
чает онкопротеины (например HER-2/neu, ras и c-MYC), 
опухолесупрессорные белки (p53), ингибиторы апо-
птоза (сурвивин), белки-регуляторы клеточного цикла 
(циклин B1), ассоциированные с митозом белки (про-
теин-F-центромеры), мРНК-связывающие белки   
(p62, IMP1 и Koc), белки-шапероны (STIP1), белки 
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теплового шока (Hsp70), СТА (например, NY-ESO-1, 
SSX2, MAGE и др.), металлопротеиназы (ММП-7), 
антиоксиданты (PrxVI) и др. [2, 20, 34, 35].

Например, стрессиндуцированный фосфопротеин 1 
(STIP1), представитель семейства шаперонов, также 
известный как НОР, р60 и STI, распознается иммунной 
системой как ОААГ, вызывая гуморальный иммунный 
ответ в виде ААТ [36]. Повышенная экспрессия STIP1 
была показана в тканях ряда злокачественных опухо-
лей: раке поджелудочной железы, печени, РЯ и коло-
ректальном раке [35]. Кроме этого, обнаружена связь 
повышенной экспрессии STIP1 с низкой выживаемо-
стью онкологических больных [37, 38]. Повышенные 
уровни ААТ к STIP1 обнаружены в сыворотке крови 
больных РЯ и РП [35, 37]. Y. W. Xu и соавт. при валида-
ции теста на ААТ к STIP1 сообщили о достаточно вы-
сокой (для начальных стадий) чувствительности теста 
на основе АТТ к STIP1 в обучающей когорте (35,7 %) 
и валидируемой когорте (38,5 %) больных плоскокле-
точным РП (ПРП) при специфичности 90 % [35]. Вме-
сте с тем причины повышения ААТ к белку-шаперону 
STIP1 остаются не изученными.

H. F. Zhang и соавт. [16] при создании диагнос-
тической панели ААТ для раннего выявления ПРП из 
9 изученных ОААГ отобрали только 4 маркера: онко-
протеин с-МYС, белок HCCR / LETMD (отрицатель-
ный регулятор гена р53), опухолесупрессорный белок 
р53 и многофункциональный белок p62 / IMP2, кото-
рый связывает убиквитин и регулирует активацию 
сигнального пути ядерного фактора κB (NF-κB). Ав-
торы установили высокую диагностическую чувстви-
тельность (67,59 %) и площадь под ROC-кривой (AUC) 
0,838 при специфичности 86,42 % для панели ААТ 
против 4 указанных ОААГ. Сходная высокая чувстви-
тельность была продемонст рирована и в отношении 
ранних стадий ПРП – 66,85 % при AUC 0,830.

Y. W. Xu и соавт. в 2014 г. также представили панель 
из 6 ААТ к ОААГ (p53, NY-ЕS0-1, MMP-7, Hsp70, 
PRDX и Bmi-1) с высокой чувствительностью и спе-
цифичностью (45 и 95 % соответственно) для началь-
ных стадий ПРП [6].

Еще в 2006 г. L. Zhong и соавт. в формате фагового 
дисплея отобрали 5 белков ткани немелкоклеточного 
РЛ (НКРЛ), на которые вырабатываются ААТ [5]. Ре-
зультаты тестирования панели для выявления этих 
5 видов ААТ на выборке из больных раком (n = 23) 
и в контрольной группе (n = 23) продемонстрировали 
AUC от 0,74 до 0,95. При их комбинации в модели ло-
гистической регрессии AUC достигла 0,99 (чувстви-
тельность 91,3 % при специфичности также 91,3 %). 
При тестировании этой диагностической панели на 
образцах из банка сывороток из клиники Мэйо (Ро-
честер, США) совпадение с клиническим диагнозом 
было продемонстрировано в 6 / 6 случаев распростра-
ненного НКРЛ, в 32 / 40 сывороток крови от больных 
НКРЛ, ретроспективно полученных за 1–5 лет до рент-
генографического выявления рака в скрининговой 

программе и в 49 / 56 контрольных образцов от здоро-
вых лиц, подобранных с учетом возраста и риска раз-
вития РЛ [5].

Для измерения в сыворотке крови ААТ к 6 ОААГ 
(p53, NY-ESO-1, CAGE, GBU4-5, Annexin I и SOX2) 
в 2007 г. был разработан и валидирован тест Early 
Cancer Detection Test-Lung (EarlyCDT-Lung Test). Тест 
расценивался как положительный, если был повышен 
уровень хотя бы одного ААТ из панели. Чувствитель-
ность EarlyCDT-Lung Test для РЛ составила 39 % 
при специфичности 89 % [3, 17, 39, 40]. Затем тест был 
модифицирован для оценки панели ААТ к 7 ОААГ (p53, 
NY-ESO-1, CAGE, GBU4-5, SOX2, HuD и MAGE-A4), 
и хотя чувствительность возросла незначительно (41 % 
при специфичности 91 %), она практически не зави-
села от стадии, степени дифференцировки и подтипа 
РЛ [39, 41]. Сообщается, что чувствительность EarlyCDT- 
Lung для ранних стадий РЛ составляет около 40 %. 
Отмечается также, что у пациентов с НКРЛ чаще вы-
являются ААТ к MAGE-A4, а при мелкоклеточном 
РЛ – к онконевральному антигену HuD и к SOX2 [39, 
41]. Как показали J. Mathew и соавт., выявление ААТ 
с помощью данного теста не зависело от возраста, пола 
и этнической принадлежности обследуемых лиц [42].

В настоящее время в Шотландии проводится рандо-
мизированное контролируемое исследование по оцен-
ке пригодности EarlyCDT-Lung в качестве скринин-
гового теста для выявления лиц с высоким риском 
развития РЛ. В программу вошли 12 тыс. участников 
в возрасте 50–75 лет. Режим скрининга на 1-м этапе 
включает проведение EarlyCDT-Lung Test с последу-
ющими рентгенографией и компьютерной томогра-
фией (КТ) легких лиц с положительными результата-
ми лабораторного анализа [40]. Итоги проекта будут 
подводиться спустя 24 мес после заключительного 
тестирования последнего участника проекта на осно-
вании таких показателей, как смертность от РЛ, эко-
номическая эффективность и психологические послед-
ствия скрининга РЛ. Кроме этого, обследуемым лицам 
с положительным результатом теста, но без подтвер-
ждения диагноза РЛ по результатам КТ, будет предло-
жено его повторное проведение с интервалом 6 мес 
в течение 2 лет. По мнению разработчиков скринин-
говой программы, по завершении можно будет оценить 
ее медицинскую эффективность [40].

J. Edelsberg и соавт. изучали вопрос, позволит ли 
введение ААТ-теста дополнительно к КТ-мониторин-
гу 1000 пациентов с небольшими узловыми образова-
ниями в легких и промежуточным риском РЛ улучшить 
результаты выявления злокачественного новообразо-
вания в легких в рентабельном режиме [43]. Для этого 
они использовали EarlyCDT-Lung Test, который был 
валидирован и доступен для использования в США 
через Клиническую лабораторию усовершенствован-
ных дополнений (Clinical Laboratory Improvement 
Amendments, CLIA) [17, 39, 43]. Авторы показали, 
что EarlyCDT-Lung Test способен идентифицировать 
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случаи РЛ с точностью 92 %, имеет чувствительность 
41 % для всех стадий и гистологических типов при спе-
цифичности 93 % [39, 43]. По их мнению, положитель-
ный результат ААТ-теста с высокой вероятностью 
может свидетельствовать о злокачественном характере 
узлового образования в легких. Кроме этого, при ис-
пользовании такой ААТ-стратегии для выявления РЛ 
удалось достичь смещения в сторону локализованных 
форм на 10,8 % (73,6 % локализованных случаев РЛ 
при КТ-наблюдении против 84,4 % при ААТ-тести-
ровании). При этом у 63 обследуемых результаты 
EarlyCDT-Lung Test оказались ложноположительными. 
Тем не менее авторы сделали вывод о том, что посколь-
ку тест является рентабельным и менее дорогим, чем 
ПЭТ-КТ (позитронно-эмиссионная томография), его 
применение в рамках стандартного КТ-контроля па-
циентов с узловыми образованиями в легких и проме-
жуточным риском рака позволит, вероятно, увеличить 
продолжительность жизни больных РЛ за счет выяв-
ления бóльшей доли ранних стадий процесса [43].

K. S. Anderson и соавт. еще в 2010 г. показали, что 
чувствительность теста выявления в сыворотке крови 
больных серозным РЯ ААТ к р53 составляет 41,79 % 
и только 13,3 % для РЯ других гистологических типов 
при высокой специфичности относительно здоровых 
женщин (91,7 %) и пациенток с доброкачественными 
образованиями яичников (90,0 %) [18]. Однако срав-
нение диагностических показателей ААТ к р53 с мар-
керами выбора РЯ – СА125 и НЕ4 – продемонстриро-
вало преимущество последних (АUС 0,69; 0,99 и 0,98 
соответственно). Затем авторы выясняли вопрос, воз-
можно ли с помощью ААТ к р53 улучшить выявление 
серозного РЯ у больных с низкими или умеренными 
уровнями СА125. Для этого концентрации ААТ к р53 
определили в 2 подобранных по возрасту и стадии груп-
пах первичных пациенток: с высокими (n = 20) и от-
носительно низкими (n = 20) уровнями СА125 (меди-
ана СА125–2116 и 40 ед / мл соответственно). Оказалось, 
что ААТ р53 присутствовали в 6 / 20 (30 %) сывороток 
больных РЯ с относительно низкими уровнями СА125 
(3 пациентки имели I / II стадии и 3 – III / IV стадии 
процесса) и в 11 / 20 (55 %) наблюдений с высокими 
уровнями СА125. Авторы отмечают, что нельзя сделать 
заключения, что ААТ к р53 дают значимую дополни-
тельную (к СА125 и НЕ4) информацию для улучшения 
дифференциальной диагностики рака и доброкачест-
венных образований яичников в связи с преобладани-
ем в исследуемой когорте больных случаев с распро-
страненными формами рака [18]. С другой стороны, 
они полагают, что наличие ААТ к р53 в 30 % наблюде-
ний с относительно низкими уровнями СА125 позво-
ляет все же рассматривать их как перспективный био-
маркер для дальнейшего изучения [18]. Так, в модели 
(n = 60), скорректированной на возраст, продолжи-
тельность заболевания, платиносодержащую химио-
терапию и количество ее циклов, а также стадию, ав-
торы обнаружили корреляцию наличия p53-AAТ 

с существенно лучшей выживаемостью больных сероз-
ным РЯ (hazard ratio 0,57; 95 % доверительный интер-
вал 0,33–0,97; p = 0,04). По мнению исследователей, 
этот показатель можно рассматривать как дополни-
тельный независимый прогностический фактор [18]. 
Авторы не обсуждают причины такой ассоциации ААТ 
с лучшим прогнозом. Действительно, в настоящее вре-
мя роль ААТ до конца не известна и, вероятно, можно 
говорить лишь о том, что их наличие отражает одну 
из реакций организма на развитие опухолевого про-
цесса [3]. Однако нельзя исключить, что установленная 
корреляция ААТ с лучшим прогнозом у части больных 
может свидетельствовать о попытках организма инги-
бировать рост опухолевых клеток посредством акти-
вации гуморального звена противоопухолевого имму-
нитета.

Позднее исследователи создали и протестировали 
диагностическую панель для выявления ААТ к 12 ОААГ, 
из которых отобрали 3 (р53, PTGFR  и PTPRA). PTGFR 
(FR) – поверхностный рецептор простагландина F, 
который запускает каскад лютеолиза желтого тела. 
Стимуляция этого рецептора активирует сигнальный 
путь MAPK (mitogen-activated protein kinase). Белок 
PTPRA – поверхностная тирозинфосфатаза, он вовле-
чен в сигнальный путь ERK2 (активация Т-клеток, 
про лиферация эндотелиальных клеток при ангиогене-
зе и т. д.) [8].

Тест, выявляющий ААТ к р53, PTGFR и PTPRA, 
отличался лучшей чувствительностью в обнаружении РЯ 
(21,7; 21,7 и 31,7 % соответственно) при 95 % специ-
фичности и АUС 0,65. Когда же тест расценивался как 
положительный при повышенных уровнях 2 из 3 ААТ, 
чувствительность значимо не увеличивалась (23,3 %), но 
существенно возрастала его специфичность (98,3 %) [8].

При серозном РЯ повышенные уровни хотя бы 
1 из 3 ААТ (к р53, PTGFR или PTPRA) выявлены в 45 % 
(27 / 60) наблюдений и только у 8 / 60 подобранных 
по возрасту здоровых женщин. Кроме этого, провели 
сравнительный анализ уровней каждого из этих 3 ААТ 
у 30 больных серозным РЯ и 30 подобранных по воз-
расту пациенток с неонкологическими заболеваниями 
яичников (19 – серозные цистоаденомы и 11 – муци-
нозные цистоаденомы). Чувствительность и АUС со-
ставили: для ААТ к р53 – 53,3 % и 0,86 соответственно; 
для ААТ к PTGFR  – 16,7 % и 0,57; для PTPRA – 13,3 % 
и 0,61 при специфичности каждого из них 93,3 % [8].

В 2011 г. K. S. Anderson и соавт. провели скрининг 
4988 маркеров-кандидатов в ОААГ, на которые выра-
батываются ААТ у больных РМЖ [44]. В итоге были 
отобраны 28 антигенов (ATP6AP1, PDCD6IP, DBT, 
CSNK1E, FRS3, RAC3, HOXD1, SF3A1, CTBP1 6, C15orf48, 
MYOZ2, EIF3E, BAT4 ATF3, BMX, RAB5A, UBAP1, 
SOX2, GPR157, BDNF, ZMYM6, SLC33A1, TRIM32, 
ALG10, TFCP2, SERPINH1, SELL, ZNF510). Для ААТ 
к этим ОААГ использовали дискриминационные уров-
ни, при которых достигается специфичность ~95 % 
(55–100 %) в обучающей выборке. Чувствительность 
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каждого биомаркера (ААТ) колебалась от 11,76 до 39,22 %, 
а специфичность относительно группы пациенток с до-
брокачественными образованиями в молочной железе 
превышала 91 %. При валидации метода чувствитель-
ность каждого ААТ колебалась от 11,76 до 42,0 %, 
а у 25 / 28 биомаркеров специфичность превышала 
80 %. В итоге был создан алгоритм («классификатор») 
с чувствительностью метода 80,8 % для РМЖ при спе-
цифичности 61,6 % (AUC 0,756), который авторы оце-
нивают как потенциально полезный для раннего вы-
явления данного заболевания [44].

В 2017 г. Y. Liu и соавт. осуществили ROC-анализ 
4 ААТ к белкам р16, c-MYC, TP53 и ANXA-1, а также 
панели из этих антител, чтобы оценить их диагности-
ческую значимость для РМЖ [45]. Чувствительность 
панели для больных РМЖ в целом, группы с I / II 
и с III / IV стадиями заболевания составила 33,3; 31,6 
и 33,3 % соответственно, т. е. диагностическая панель 
указанных ААТ обладала сходной чувствительностью 
у больных РМЖ разных стадий.

В целях разработки диагностического алгоритма 
для РМЖ в настоящее время группой L. Bassaro и соавт. 
проводится испытание панели из 30 ААТ. Наиболее 
перспективными (по предварительным данным) пред-
ставляются ААТ против интерлейкина 29, остеопротеге-
рина (белок, угнетающий процесс костной резорбции), 

сурвивина, гормона роста и резистина (полипептид, 
секретируемый адипоцитами) [7].

Таким образом, установленные факты продукции 
и накопления в сыворотке крови ААТ к собственным 
белкам, претерпевшим те или иные изменения в про-
цессе злокачественной трансформации, т. е. ОААГ, 
являются теоретически обоснованными для разработки 
новых лабораторных алгоритмов диагностики и про-
гноза течения злокачественных заболеваний. Мише-
нями большинства сывороточных ААТ, обнаруженных 
у онкологических больных, служат белки, вовлеченные 
в разные этапы канцерогенеза

Кроме этого, изучение основных причин появ-
ления ААТ может дать большее понимание механиз-
мов возникновения иммуногенности аутологичных 
белков в процессе злокачественной трансформации 
тканей и ее изменения при развитии опухолевого 
процесса. Идентификация и характеристика ААТ 
как иммунологических «репортеров», ассоциирован-
ных с канцерогенезом, могут также внести вклад 
в понимание ранних этапов канцерогенеза. Такие 
исследования, по мнению P. Zaenker и соавт., важны 
не только для разработки новых лабораторных те-
стов, но и для поиска эффективных терапевтических 
мишеней [15].
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Модулирование образования активных форм азота 
ингредиентами растительных продуктов  

при ингибировании канцерогенеза

В. П. Дерягина1, В. П. Реутов2

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24; 

2ФГБУН «Институт высшей нервной деятельности и нейрофизиологии РАН»; Россия, 117485 Москва, ул. Бутлерова, 5а

Контакты: Валентина Петровна Дерягина derygina@inbox.ru

В обзоре анализируются данные литературы и результаты собственных исследований о роли активных форм азота (NO, NO
2
, 

N
2
O

3
) в инициации и прогрессии опухолей. Анализируется возможность модуляции активности индуцибельной NO-синтазы био-

логически активными компонентами растительных продуктов и их влияние на канцерогенез. Обсуждаются возможные меха-
низмы неоднозначного действия NO и продуктов его метаболизма в канцерогенезе. Обобщение и анализ этих данных позволили 
сформулировать некоторые принципы применения веществ, модулирующих активность индуцибельной NO-синтазы и влияющих 
на образование NO и продуктов его метаболизма при ингибировании канцерогенеза.

Ключевые слова: оксид азота, активные формы оксида азота, индуцибельная NO-синтаза, цикл оксида азота, канцерогенез, 
биологически активный компонент растительных продуктов

Для цитирования: Дерягина В. П., Реутов В. П. Модулирование образования активных форм азота ингредиентами растительных 
продуктов при ингибировании канцерогенеза. Успехи молекулярной онкологии 2019;6(1):18–36.
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Modulation of the formation of active forms of nitrogen by ingredients of plant products in the inhibition of 
carcinogenesis

V. P. Deryagina1, V. P. Reutov2

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse,  
Moscow 115478, Russia; 
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The review analyzes literature data and the results of our own research on the role of reactive nitrogen species (NO, NO
2
, N

2
O

3
) in the ini-

tiation and progression of tumors. The possibility of modulating the activity of inducible NO synthase by the biologically active components of 
plant products and their effect on carcinogenesis is analyzed. Possible mechanisms of the ambiguous action of NO and its metabolic products 
in the mechanisms of carcinogenesis are discussed. The generalization and analysis of these data allowed us to formulate some principles for 
the use of substances that modulate the activity of inducible NO synthase and affect the formation of NO and its metabolic products in inhib-
iting carcinogenesis.

Key words: nitric oxide, active forms of nitric oxide, inducible NO-synthase, cycle of nitric oxide, carcinogenesis, biologically active com-
ponent of plant products

For citation: Deryagina V. P., Reutov V. P. Modulation of the formation of active forms of nitrogen by ingredients of plant products in the 
inhibition of carcinogenesis. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(1):18–36.

Введение
Оксид азота (NO), продуцируемый NO-синтазами 

(NOS), – свободный радикал, участвует в регуляции 
жизненно важных физиологических функций, в том 
числе вазодилатации, нейротрансмиссии, иммунных 
реакциях и др. При некоторых патологических состо-
яниях, включая рак, наиболее часто регистрируют 
увеличение экспрессии одной из изоформ NOS – Са2+-
независимой индуцибельной NOS (iNOS) [1]. Резуль-
таты клинических исследований показали, что экс-

прессия iNOS положительно коррелирует с прогрессией 
при опухолях легких, предстательной железы, мо-
лочной железы, мочевого пузыря, ротовой полости, 
пищевода, желудка и толстой кишки [2]. Высокие 
концентрации NO, достигающие микромолярных 
уровней, способствуют образованию активных форм 
NO (АФNO) – N

2
O

3
, NO

2
, ONOO– и др., которые могут 

вызвать повреждение ДНК, активацию онкогенов, 
подавление активности репарирующих ДНК фермен-
тов, химическую модификацию белков (содержащих 
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гем-, тиоловые, тирозиновые остатки или металлы 
переменной валентности и др.), а также оказывают 
цитостатическое и цитотоксическое действия на опу-
холевые клетки [3]. На протяжении нескольких лет NO 
рассматривалась в основном как онкогенная молекула, 
но в последние годы анализируются механизмы про-
тивоопухолевого действия NO с участием иммунных 
клеток в инициировании апоптоза и влияния на адге-
зионные свойства молекул.

В некоторых эпидемиологических исследованиях 
приведены убедительные доказательства наличия тес-
ной обратной связи увеличения потребления овощей, 
фруктов, цельных злаков, бобовых, специй с риском 
развития онкологических заболеваний [4, 5]. Резуль-
таты экспериментальных исследований подтверждают, 
что многие биологически активные компоненты ра-
стительных продуктов (БАКРП): флавоноиды, феноль-
ные кислоты, индолы, ретиноиды, витамины и др. – 
могут модулировать метаболизм ксенобиотиков, 
изменять активность ферментов, репарирующих ДНК, 
ингибировать клеточную пролиферацию, замедляя 
рост опухолей [5–7]. Можно ожидать, что эффекты 
БАКРП с присущим им антиоксидантным потенциа-
лом затронут NO-сигнальные пути через прямое вза-
имодействие с NO и его активными формами, ниве-
лируя их действие или через блокирование факторов, 
влияющих на образование NO: ядерного фактора κB 
(NF-κB), активатора белка 1 (AP-1) или митогенакти-
вирующих протеинкиназ (MAPK) и др.

Цель работы – краткий обзор путей, модулирую-
щих активность iNOS, а также анализ противоопухо-
левых эффектов БАКРП с позиции их влияния на экс-
прессию iNOS и другие факторы, задействованные 
в канцерогенезе.

Влияние экзогенных окислов азота  
и их солей на организм
Окислы азота, нитраты (НА) и нитриты (НИ) – 

повсеместно распространенные соединения, участву-
ющие в круговороте азота в биосфере, при поступлении 
в организм в количествах, существенно превышаю-
щих допустимые уровни, могут оказывать токсическое, 
 мутагенное, иммуносупрессивное действия. Выбросы 
транспорта, промышленных предприятий, химизация 
сельского хозяйства являются основными причинами 
повышенной нагрузки этих соединений на человека 
[8, 9]. Окислы азота в случае длительного профессио-
нального воздействия вызывают хронические заболе-
вания органов дыхательной системы (пневмосклероз, 
бронхоэктазы, эмфизему легких и т. д.), на фоне кото-
рых могут возникнуть злокачественные новообразо-
вания [10].

При отравлении окислами азота в крови образу-
ются НА и НИ, последние превращают оксигемоглобин 
в метгемоглобин. Поступившие с пищей или образо-
вавшиеся эндогенно НИ могут быть предшественни-
ками биосинтеза канцерогенных N-нитрозосоединений 

[8, 11, 12]. В организме НИ могут восстанавливаться 
до NO с участием ксантиноксиредуктазы, аскорбиновой 
кислоты, полифенолов, а также в реакциях с гемогло-
бином (Hb), миоглобином, взаимодействуя с фермен-
тами дыхательной цепи митохондрий и электронно-
транспортной цепи эндоплазматического ретикулума. 
В реакции Hb с НИ промежуточными продуктами 
являются свободнорадикальные формы кислорода 
и азота: О

2
– , нитрозильный радикал (NO

2
·), которые 

могут оказывать повреждающее действие на клеточные 
структуры [9, 13]. В условиях кислых значений рН, 
часто регистрируемых в солидных опухолях, НИ могут 
восстановиться до NO и NO

2
· [14]. В эксперименталь-

ных исследованиях, проведенных на трансплантиру-
емой и автохтонной моделях опухолей, была подтверж-
дена способность НИ модифицировать бластомогенез, 
индуцированный химическими, физическими и био-
логическими факторами. В подавляющем большинст-
ве исследований наблюдали усиление канцерогенных 
эффектов в результате воздействия НИ [15–17].

Образование активных форм азота в организме 
человека и животных
В настоящее время известно несколько механизмов 

образования активных форм азота в организме че-
ловека и животных: при участии конститутивных ней-
рональной, эндотелиальной NOS и индуцибельной 
NOS, а также в результате нитритредуктазной актив-
ности гемсодержащих белков (Hb, миоглобина, цитох-
ромоксидазы (cyt а+а

3
), цитохрома P450 и при нефер-

ментативном превращении ионов NO
2

– при кислых 
значениях рН [18–21].

Конститутивные Са2+-зависимые нейрональная 
NOS (nNOS, 1-й тип) и эндотелиальная NOS (eNOS, 
3-й тип), а также Са2+-независимая iNOS (2-й тип) 
синтезируют NO из гуанидинового азота L-аргинина 
в реакции с кислородом с участием коферментов 
NADPH, FAD, FMN, тетрагидробиоптерина [22, 23]. 
NO является необходимым и универсальным регуля-
тором многочисленных физиологических процессов, 
выполняя ключевую роль в контроле тонуса сосудов, 
регуляции дыхания, иммунных реакциях, в механизмах 
нейропередачи и др. Биологические эффекты сигнальной 
молекулы NO обусловлены свойствами ее свободного 
радикала с про- и антиоксидантной активностью, ма-
лым размером, липофильностью, способностью к диф-
фузии через мембраны, а также способностью к эндо-
генному образованию активных форм NO: NO–, NO+, 
NO

2
, N

2
O

3
, N

2
O

4
, ONOO– (АФNO). При воспалениях, 

опухолевом росте и других патологических состояни-
ях происходит индукция iNOS под влиянием интерлей-
кина 1β (IL-1β), интерферона γ (IFN-γ), фактора некроза 
опухоли α (TNF-α), бактериального липополисахарида 
(LPS), белков теплового шока и др. преимуществен-
но в макрофагах, моноцитах, опухолевых, эпителиаль-
ных и других типах клеток [23]. В условиях гипоксии 
инфильтрирующие опухоль IFN-примированные 
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макрофаги содержат iNOS и могут синтезировать NO 
[24]. Гипоксия и IFN-γ взаимно усиливали экспрессию 
iNOS в макрофагах за счет физического взаимодей-
ствия двух транскрипционных факторов: фактора, 
индуцируемого гипоксией 1 (HIF-1), и IFN-регули ру-
ющего фактора 1 (IRF-1) [24].

Цитокины, индуцирующие iNOS через сигнальный 
каскад, могут вызвать изменение уровня экспрессии 
определенных генов в клетках-мишенях, конечным 
звеном каскада часто оказываются транскрипционные 
факторы. В экспрессию iNOS вовлечены многочислен-
ные транскрипционные факторы, такие как NF-κB, 
AP-1, сигнальный трансдуктор и активатор транскрип-
ции 1α (STAT-1α), IRF-1, NF-IL-6 и высокоподвижная 
группа I (Y) белка, HIF-1 и др. Следует добавить, что 
NO, продуцируемый iNOS, ингибирует активность 
самого фермента (обратная связь), тем самым осу-
ществляется саморегуляция синтеза NO [22, 25–28].

Концентрации NO, продуцируемые iNOS, могут 
в 1000 раз и более превышать  уровни NO, продуциру-
емые конститутивной eNOS (10–9–10–8 M) [29–31]. 
Транскрипционный фактор NF-κB играет ключевую 
роль в регуляции генов, участвующих в воспалитель-
ных и иммунных реакциях, включая iNOS. Полагают, 
что NF-κB является основной мишенью для актива-
торов и ингибиторов экспрессии iNOS [32, 33].

Конечными продуктами метаболизма NO являют-
ся ионы NO

2
– и NO

3
– . При гипоксии / ишемии, функ-

циональной нагрузке или при переходе гемсодержащих 
белков в дезоксиформу ионы NO

2
– легко превращают-

ся в NO в крови и тканях человека и животных в цикле 
NO. NO может напрямую взаимодействовать с супер-
оксидным анион-радикалом, минуя ферментативные 
и неферментативные системы. В ходе этих реакций 
образуются молекулы NO

2
 и анионы пероксинитритов, 

которые после протонирования распадаются на вы-
сокореакционные NO

2
 и ОН-радикалы, способные 

участвовать в цепных свободнорадикальных процессах 
и окислять / повреждать практически все биохимиче-
ские структуры [34–36].

Механизмы действия оксида азота
Рассматривают 2 пути, по которым реализуется 

NO-сигнализация. Один из них циклинзависимый, 
при котором NO реагирует с активным сайтом раство-
римой гуанилатциклазы (sGC) с образованием цикли-
ческого гуанозинмонофосфата (cGMP). Последний 
активирует cGMP-зависимую протеинкиназу G (PKG), 
которая фосфорилирует многочисленные субстраты 
[37]. В общем увеличение cGMP ведет к вазорелакса-
ции и снижению агрегации тромбоцитов [38].

Другой сигнальный путь гуанилатциклазонезави-
симый, при котором NO и его активные формы могут 
посттрансляционно нитрозировать, нитрозилировать 
или нитровать белки, содержащих гем-, тиоловые, ти-
розиновые остатки или металлы переменной валентно-
сти. При избыточном образовании NO и АФNO сти-

мулируются их реакции с белками, нуклеиновыми 
кислотами, липидами, свободнорадикальными сое-
динениями, металлокомплексами, что приводит к ни-
трозированию (перенос иона нитрозония NO+ к нук-
леофильному центру), нитрозилированию (прямое 
включение NO (X-NO), где X-металл или радикальное 
соединение), нитрованию (X-NO

2
), преимущественно, 

остатков тирозина, триптофана, а также жирных кис-
лот и гуа нозина [39]. Такие реакции могут оказать вли-
яние на функцию белков, вызвать повреждение ДНК 
(дезаминирование его оснований, алкилирование, 
разрывы нитей) и др. [40]. S-нитрозилирование тио-
ловых групп серосодержащих аминокислот в составе 
критических для канцерогенеза белков может акти-
вировать или ингибировать опухолевый рост. Например, 
нитрозилирование специфических каспаз препятст-
вует гибели опухолевых клеток; нитрозилирование 
белков, репарирующих ДНК, предотвращает репари-
рование окислительных аддуктов ДНК, тем самым 
способствует возникновению мутаций; нитрозилиро-
вание белка-супрессора опухолей PTEN вызывает 
обратимое ингибирование фосфатазной активности 
PTEN и может усилить PI3K / Akt / mTOR-сигнальный 
путь; S-нитро зили рование Bcl-2 ингибирует его про-
теосомную деградацию, предотвращая апоптоз, а так-
же повышает резистентность эпителиальных клеток 
легких к аутофагии [41, 42].

Участие оксида азота и его активных форм 
в канцерогенезе
NO и АФNO модулируют различные связанные 

с опухолевым процессом события: мутагенез, репара-
цию ДНК, пролиферацию, апоптоз, ангиогенез, мета-
стазирование и инвазию. NO активирует Ras-белки, 
нитрозируя SН-группы [43].

NO может как индуцировать, так и тормозить рост 
опухолей, выступая в последнем случае как соедине-
ние, перспективное в терапии опухолей [44]. Иссле-
дователи уделяют особое внимание роли iNOS в опу-
холевом процессе вследствие высокой продуктивности 
фермента в течение продолжительного времени (часы, 
дни) [29, 45, 46]. Полагают, что направленность фи-
зиологического ответа клетки существенно зависит от 
концентрации NO, которая может изменяться тыся-
чекратно от nM до μM уровней. Наряду с этим про-
должительность экспозиции NO и АФNO в клетке 
и межклеточном пространстве играет важную роль, так 
как отдельные белки по-разному реагируют в зависи-
мости от этого показателя. Так, аккумуляция HIF-1α 
в культуре клеток опухоли молочной железы MCF-7 
наблюдается при длительной экспозиции NO, в то вре-
мя как фосфорилирование ERK наблюдается при не-
медленном повышении концентрации NO и осуществ-
ляется через cGMP-механизм. Активированная форма 
р53 P-Ser-15 определялась с некоторой временной 
лагфазой после воздействия NO и сохранялась в тече-
ние несколько часов после прекращения действия NO 
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(>300 nM). Необходимо добавить, что тип клеток, ис-
пользуемый источник NO могут существенно влиять 
на эти показатели [47]. Следует также отметить, что 
в клетке и межклеточном пространстве наблюдается 
высокий градиент концентраций NO, который об-
условлен диффузионными свойствами и коротким 
полупериодом жизни молекулы (от 1 до 5 с in vivo), 
а также локализацией NO в определенных компартмен-
тах (цитоплазма или мембрана) [3, 47]. Количество 
продуцируемого NO зависит от природы стимулов, 
активирующих NOS. При цитокиновой стимуляции 
клеток образуется меньше NO, чем при стимуляции 
липополисахаридами, которые активируют Toll-по-
добные рецепторы [48]. Другой механизм действия NO 
на р53 связан с накоплением р53 в клетке. Через меха-
низм отрицательной обратной связи p53 уменьшает 
уровень активности iNOS [35]. Полагают, что при низ-
ких концентрациях (1–30 nM) NO может стимулиро-
вать пролиферацию, ангиогенез; высокие концентрации 
NO оказывают токсическое действие на опухолевые 
клетки. Однако даже при высоких концентрациях NO 
опухолевые клетки могут избежать гибели. Так, на при-
мере гепатоцитов показано, что нитрозилирование 
каспазы 3 предотвращает апоптоз, инициированный 
TNF-α. NO ингибировал Н

2
О

2
-индуцированный апоп-

тоз в эндотелиальных клетках. При этом NO увеличи-
вал активность протеасом и деградацию рецептора 
трасферрина путем убиквитинирования [49–51]. Эти 
примеры показывают, что клетки могут адаптироваться 
к условиям повышенного содержания NO и его про-
изводных, а химическая модификация молекул может 
скорректировать сигнальные пути, формируя защит-
ные механизмы, предотвращающие гибель клеток.

Лишь ограниченное число работ посвящено оцен-
ке продукции NO и АФNO иммунными клетками 
в опухолях при их прогрессии. Показано, что проду-
цируемые макрофагами, нейтрофилами и другими 
иммунными клетками NO и АФNO оказывают цито-
токсическое действие, могут запускать апоптотическую 
гибель опухолевых клеток, а также обладают антими-
кробным потенциалом против широкого спектра па-
тогенов (в том числе Helicobacter pylori), но в некоторых 
случаях повышают резистентность опухоли к химио-
терапии [24].

Роль iNOS в опухолях продолжает выясняться. 
Ученые сходятся во мнении, что необходимо проведе-
ние исследований с широкой направленностью, учи-
тывающих взаимодействие клеток, экспрессирующих 
iNOS и другие изоформы NOS и чувствительных 
к действию NO: опухолевых, иммунных, эндотелиаль-
ных и эпителиальных клеток, опухолеассоциирован-
ных макрофагов, на разных стадиях опухолевого роста 
с учетом генеза опухоли.

Низкомолекулярные ингибиторы iNOS
Регуляция эндогенного синтеза NO с помощью 

низкомолекулярных соединений является непростой 

задачей. В зависимости от условий почти все типы клеток 
способны вырабатывать NO, но его уровни, продуци-
руемые опухолевыми, иммунными, эндотелиальными 
и эпителиальными клетками, наиболее существенны. 
По-видимому, при разработке ингибиторов целесо-
образно учитывать специфичность рецепторов, уни-
кальных только для опухолевых клеток. На сегодняш-
ний день получение селективных ингибиторов iNOS 
остается нерешенной проблемой. При поиске инги-
биторов исследователи используют в основном следу-
ющие подходы:

• поиск соединений, способных не допускать посту-
пление L-аргинина к активному центру фермента;

• синтез агентов, которые инактивируют кофакторы 
iNOS (антагонисты кальмодулина);

• поиск ингибиторов переноса электронов с NADPH 
на Fe (III);

• поиск соединений, разрушающих образующийся 
NO [52–54].
Кратко остановимся на результатах некоторых ра-

бот с применением ингибиторов NOS. На экспери-
ментальных моделях опухолевого роста показано, что 
производные L-аргинина способны конкурентно вме-
шиваться в связывание субстрата и замедлять раз-
витие опухолей [52, 54]. Помимо них, гуанидины, 
S-замещенные изотиомочевины и доноры NO (НИ, 
нитроэфиры, ноноаты, нитрамины и другие соедине-
ния, способные in vitro и in vivo высвобождать NO 
при их окислении, восстановлении или гидролитиче-
ском расщеплении) могут регулировать активность 
фермента и тормозить опухолевый рост [29, 55–58]. 
При биотрансформации доноров NO в организме вы-
свобождается NO, который инактивирует фактор 
транскрипции NF-κB, снижая экспрессию контроли-
руемого им гена iNOS. Известно, что экспрессия iNOS 
может положительно коррелировать с экспрессией 
COX-2 в опухолевых клетках, а усиление активности 
этих ферментов может играть важную роль в коло-
ректальном канцерогенезе. Тестирование ингибитора 
COX-2 – ацетилсалициловой кислоты, в структуру 
 которой входит фрагмент, способный осуществлять 
NO-донорную функцию (NCX 4016), выявило наличие 
противоопухолевого эффекта препарата на опухолевых 
клетках толстой кишки, легкого, поджелудочной, пред-
стательной, молочной желез, а также на рост химически 
индуцированных опухолей поджелудочной железы 
и кишечника у животных. Противоопухолевое действие 
сопровождалось ингибированием пролиферации, ин-
дукцией апоптоза, ингибированием сигнальных путей 
Wnt, MAPK, Nrf2, NF-κB, а также iNOS [54, 55, 59]. 
Неоднозначные результаты получены при тестиро-
вании высокоселективного ингибитора iNOS – N-3-
(аминометилбензил)ацетамидина (1400 W). Последний 
замедлял рост ксенографтов опухолей толстой кишки 
человека (DLD-1), ингибировал рост аденокарциномы 
молочной железы EMT6 у мышей [60, 61]. Однако этот 
эффект отсутствовал при парентеральном росте клона 
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DLD-1 и подкожном введении клеток карциномы Эр-
лиха [60, 62].

Можно ожидать, что при активации iNOS, лока-
лизованной в макрофагах, фермент будет чувствителен 
к действию ингибиторов iNOS и это может повлиять 
на противоопухолевый потенциал иммунных клеток. 
Снижение функциональной активности клеток не-
специфического иммунитета некоторыми авторами 
рассматривается как необходимое условие развития 
опухоли и метастазов [63]. Однако последние экспе-
риментальные данные показывают, что NO, источни-
ком которого является iNOS в опухолеассоциированных 
макрофагах, способствует усилению резистентности 
опухоли к терапии цисплатином, и в этом случае по-
давление синтеза NO ингибиторами, возможно, улуч-
шит результаты химиотерапии [64]. Следует указать 
на побочные эффекты при использовании малоселек-
тивных ингибиторов iNOS, которые могут изменять 
активность других изоформ NOS – эндотелиальной 
и нейрональной, нарушая их жизненно важные функ-
ции [52].

Биологически активные компоненты растительных 
продуктов, модулирующие экспрессию iNOS
Население, проживающее в Средиземноморском 

регионе, имеет более низкие показатели заболеваемо-
сти раком по сравнению с жителями Северной Европы 
или США, вероятно, вследствие более здоровых при-
вычек в питании. В США на долю причин, связанных 
с особенностями питания, относят 30–35 % смертей, 
вызванных онкологическими заболеваниями [65]. Упо-
требление овощей, фруктов снижает риск возникно-
вения рака ряда нозологий [65]. Многие БАКРП с вы-
раженными антиоксидантными свойствами могут 
инактивировать активные формы кислорода и АФNO, 
препятствуя свободнорадикальным цепным реакциям. 
БАКРП могут влиять на активность как iNOS, так 
и факторов, вовлеченных в активацию iNOS: NF-κB, 
AP-1, МАРК, цитокинов и др. БАКРП способны так-
же изменять биотрансформацию канцерогенов, влиять 
на репарацию ДНК, экспрессию протоонкогенов, про-
лиферацию и дифференцировку клеток, апоптоз, эн-
докринный статус организма, систему противоопу-
холевого иммунитета и др. [6, 66, 67]. Растительные 
полифенолы препятствуют прогрессированию канце-
рогенеза, в том числе за счет избирательного взаимо-
действия с белками, образуя полифенольно-белковые 
комплексы, которые могут влиять на активность он-
когенных белков-мишеней. Следует отметить, что в не-
которых случаях, особенно при высоких дозах, БАКРП 
могут инициировать воспаление, повреждение ДНК 
и оказывать другие побочные эффекты [66, 68].

Рассмотрим на некоторых примерах противоопу-
холевые эффекты БАКРП и пищевых продуктов с по-
зиции их влияния на эндогенный синтез NO и его 
производных, а также на экспрессию iNOS, ответст-
венную за гиперпродукцию NO.

Экспериментальные и эпидемиологические дан-
ные подтверждают, что полифенол ресвератрол (фи-
тоалексин – 3,4’,5-тригидрокси-транс-стильбен) и его 
производные, присутствующие в винограде, оказывают 
защитный эффект при сердечно-сосудистых, нейро-
дегенеративных процессах и опухолях [67]. В экспери-
ментальных условиях ресвератрол разнонаправленно 
действовал на функцию iNOS в зависимости от типа 
опухолевых клеток. В тканях нейроэпителиальных 
опухолей головного мозга (астроцитомы, олигодендро-
глиомы, глиомы) обнаружены все 3 изоформы NOS, 
причем экспрессия iNOS может быть значительной [69]. 
В культуре клеток астроглиомы С6 крыс, предвари-
тельно обработанных β-амилоидом, ресвератрол дозо-
зависимо снижал образование NO и экспрессию iNOS, 
но добавление его в среду клеток аденокарциномы 
желудка (SNU-1), наоборот, стимулировало в них ак-
тивность NOS, подавляя синтез ДНК в опухолевых 
клетках [70, 71]. Активирующее действие ресвератро-
ла на экспрессию iNOS и eNOS было зарегистрирова-
но в культуре опухолевых клеток печени HepG2 [72]. 
Одновременно ресвератрол ингибировал пролифера-
цию опухолевых клеток печени, индуцируя апоптоз. 
Исследование влияния транс-ресвератрола и поли-
фенолов, выделенных из виноградной лозы, содержа-
щих транс-ресвератрол (vineatrol), на пролиферацию 
и выживаемость лейкемических лимфоцитов человека 
показало замедление пролиферации и усиление апоп-
тоза в опухолевых клетках. Механизм действия поли-
фенолов связывают с подавлением активности Bcl-2, 
активацией каспазы 3, а также со снижением экспрес-
сии iNOS. Подчеркивается низкая токсичность высоких 
концентраций полифенолов по отношению к нормаль-
ным периферическим моноцитам, служащим конт-
ролем [73].

Получены данные о высокой эффективности вну-
тривенного введения мышам диметилированного ана-
лога ресвератрола – птеростильбена, который инги-
бировал метастазирование клеток меланомы B16M-F10 
в легкие. В эксперименте на крысах F344 c пренеопла-
стическими изменениями толстого кишечника, инду-
цированными азоксиметаном, введение в диету крыс 
птеростильбена снижало на 57 % число очагов без про-
явления токсичности. Показано, что птеростильбен 
способен подавлять пролиферацию клеток и экспрес-
сию провоспалительных генов, в том числе iNOS. К по-
тенциальными молекулярным мишеням ресвератрола 
и птеростильбенов можно отнести NF-κB, активиру-
ющий белок 1, STAT-3, Akt, Bcl-2, каспазы, митогена-
ктивирующие протеинкиназы и 5-липоксигеназы [74].

Синтезированные флавоны также проявляли био-
логическую активность, в частности диаминометок-
сифлавон индуцировал апоптоз и снижение активно-
сти iNOS в культуре опухолевых клеток, полученных 
от больных хроническим лимфолейкозом [75].

Интенсивно исследуется защитная роль в кан-
церогенезе ингредиента зеленого чая, флавоноида – 
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эпигаллокатехин-3-галлата (ЭГКГ). Продолжительное 
и регулярное употребление зеленого чая может снизить 
риск развития злокачественных опухолей желудочно-
кишечного тракта. ЭГКГ ингибировал экспрессию iNOS 
и nNOS, VEGF, металлопротеиназ матрикса, EGFR, 
регуляторных белков клеточного цикла и другие сиг-
нальные пути, вовлеченные в процесс индукции и раз-
вития опухолей [75–77].

Растительный флавоноид, содержащийся в сель-
дерее, красном сладком перце, траве пустырника и др., – 
апигенин (41,5,7-триоксифлавон), антиоксидант, тор-
мозил рост опухолей различных локализаций, включая 
легкие, предстательную, поджелудочную и щитовидную 
железы, толстую кишку, кожу; опухоли головы и шеи 
и др., действуя на многие критические белки и онко-
генные сигнальные пути. На  культуре андроген-не-
чувствительных опухолевых клеток предстательной 
железы апигенин инициировал апоптоз, ингибировал 
NF-κB и экспрессию генов, контролируемых NF-κB: 
Bcl-2, циклина D1, COX-2, iNOS и VEGF [78, 79]. Апи-
генин способен усиливать цитотоксический эффект 
5-фторурацила через ингибирование лекарственной 
резистентности и активацию апоптоза [79].

Нобилетин – полиметоксифлавоноид, обнаружен-
ный в цитрусовых, является одним из эффективных 
ингибиторов роста опухолевых клеток в системе in vitro 
и экспериментах на животных [80]. Предварительная 
обработка кожи биофлавоноидом нобилетином и кур-
кумином (пигмент, получаемый из корня куркумы, 
семейства имбирных) снижала образование опухолей 
кожи, индуцированных пероксинитритом совместно 
с промотором 12-О-тетрадеканоилфорбол-13-ацетатом 
(ТФА), приводила к супрессивному эффекту в отно-
шении iNOS. Авторы подчеркивают, что комбинация 
каротиноидов и флавоноидов может быть более эф-
фективной в профилактике опухолей кожи, чем от-
дельно взятые соединения [81].

Анализ эпидемиологических исследований показал 
статистически значимую связь потребления сои со сни-
жением риска рака предстательной железы у мужчин. 
Экспериментально подтверждено, что содержащийся 
в сое генистеин, изофлавон, имеет антиканцерогенный 
потенциал [82, 83]. Внесение генистеина в культуры 
клеток астроцитов и клеток глиомы С6 дозозависимо 
ингибировало липополисахарид-, цитокин- и хло-
рохининдуцированную активность iNOS. Показано, 
что даже предварительной инкубации клеток совмест-
но с генистеином бывает достаточно для подавления 
активности iNOS [84].

Фенолкарбоновые кислоты, к которым относят 
галловую (ГК) и таниновую (ТК), обладают антиок-
сидантными свойствами, легко взаимодействуют со 
свободными радикалами. В серии экспериментов на 
клеточных линиях карциномы пищевода ГК проде-
монстрировала значимое ингибирование клеточной 
пролиферации и индуцировала апоптоз в злокачест-
венных, но не в здоровых клетках, снижая активность 

антиапоптотических белков Всl-2 и Хiap [85]. Анти-
канцерогенная активность ГК была показана на раз-
личных опухолевых клетках: желудка, толстой кишки, 
предстательной и молочной желез, лейкозов и др. [86]. 
ГК и ТК при пероральном введении мышам увеличи-
вали латентный период формирования опухолевых 
узлов и задерживали опухолевый рост на 91 и 78 % 
соответственно у животных с подкожно перевитой 
карциномой Эрлиха, разнонаправленно действуя на 
эндогенное образование производных NO [87].

Ксантогумол – халкон, полученный из хмеля. Он 
является ловушкой реактивных форм кислорода, вклю-
чая гидроксил-, перокси-, O

2
 – -радикалы, ингибирует 

образование NO, проявляет противовоспалительные 
свойства, ингибирует СОХ-1 и СОХ-2, а также оказы-
вает противоэстрогенное действие, не обладая эстро-
генным потенциалом. Экспериментально доказано, 
что ксантогумол может ингибировать клеточный рост 
и индуцировать апоптоз в опухолевых клетках молоч-
ной, предстательной желез, толстой кишки и лейке-
мических клетках у человека [88]. Показано, что ксан-
тогумол ингибировал синтез ДНК, пролиферацию, 
индуцируя арест клеточного цикла в фазах G0 / G1 и S, 
апоптоз, вызывал снижение активации Notch-сиг наль-
ного пути и др. [89].

Ликопин известен как пищевой краситель, но как 
микронутриент исследуется недавно. Этот ацикли-
ческий каротиноид обладает антиоксидантными свой-
ствами, способен гасить свободные радикалы, не 
 синтезируется эндогенно, поступает в организм пре-
имущественно с томатами [90]. Повышенное внимание 
к его биологическому действию связывают с получен-
ными результатами, подтверждающими его антикан-
церогенный потенциал и снижение риска развития 
опухолей предстательной, молочной желез, яичников 
и др. Так, введение диаллилдисульфида, ликопина 
и флавинов вызвало снижение соответственно на 43,6; 
57,4 и 66,1 % числа очагов с пренеопластическими из-
менениями, индуцированных азоксиметаном, в толстой 
кишке у крыс. Выраженность защитного эффекта этих 
соединений коррелировала с выраженностью ингиби-
рования iNOS и циклооксигеназы 2. Ликопин снижал 
число пролиферирующих опухолевых клеток яичников, 
инициировал апоптоз, ингибировал внутрибрюшинное 
метастазирование, модулируя экспрессию многих ге-
нов, вовлеченных в онкогенный сигналинг [91].

Особое внимание исследователей привлекают со-
единения, регулирующие несколько сигнальных путей, 
значимых для канцерогенеза. К ним относят лупеол – 
тритерпен, микронутриент многих фруктов и расте-
ний: манго, инжира, винограда, оливок, капусты и др. 
Проявляя низкую токсичность, лупеол ингибирует 
канцерогенез в системах in vitro и in vivo. Показан его 
противоопухолевый потенциал при раке предстатель-
ной, поджелудочной желез, кожи, гепатоцеллюляр-
ной карциноме и др. На модели кожного канцероге-
неза обнаружено, что предшествующая воздействию 
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7,12-диметилбенз(а)антрацена (ДМБА) и промотора 
ТФА аппликация лупеола ингибировала инициацию 
и промоцию опухолевого процесса. Нанесение на ко-
жу канцерогена индуцировало появление по 7–8 опу-
холей у каждой мыши, но аппликация лупеола снижа-
ла число мышей с опухолями до 53 % при показателе 
множественности от 1 до 3 опухолей. Лупеол – муль-
титаргетное соединение, действующее на ключевые 
молекулы и сигнальные пути: NF-κB, iNOS, орнитин 
декарбоксилазу, СОХ-2, cFLIP, Fas, Kras, а также 
PI3K / Akt и Wnt / катенин и другие сигнальные пути 
[92–94].

Индол-3-карбинол (ИЗК) входит в состав овощей 
семейства крестоцветных (капуста, редис, репа, брюк-
ва). Результаты эпидемиологических исследований 
подтвердили взаимосвязь между высоким потребле-
нием овощей, содержащих И3К, и снижением риска 
развития рака [95]. Многочисленные исследования 
на клеточных культурах молочной железы, толстой 
кишки, предстательной железы, эндометрия показали 
супрессивный эффект И3К и его производных на про-
лиферацию опухолевых клеток. Кроме этого, И3К 
ингибировал спонтанный или химически индуциро-
ванный канцерогенез на моделях молочной железы, 
легких, печени, шейки матки и желудочно-кишечно-
го тракта у животных. Противоопухолевые эффекты 
И3К связывают с изобилием сигнальных путей, кото-
рые могут модулироваться под влиянием И3К, в том 
числе контролирующих апоптоз, клеточный цикл, 
гормональный гомеостаз, репарацию ДНК, ангиогенез, 
множественную лекарственную резистентность и др. 
[95, 96]. Влияния И3К на эндогенное образование ме-
таболитов NO у мышей с перевиваемой карциномой 
Эрлиха не выявлено [97].

Ретиноиды структурно связаны с витамином А, 
или ретинолом – жирорастворимым спиртом. Основ-
ным источником витамина А являются каротиноиды, 
содержащиеся во фруктах, овощах, а также эфиры ре-
тинила в животных продуктах (например, в печени). 
Показано, что витамин А, а также его синтетические 
и природные аналоги крайне важны для пролиферации 
и дифференцировки клеток, эмбрионального морфо-
генеза. Некоторые из них нашли применение в терапии 
острого промиелоцитарного лейкоза [98].

К настоящему времени из более 4000 исследован-
ных ретиноидов стадии клинического применения 
достигли лишь несколько соединений, проявивших 
противоопухолевый эффект. Среди них N-(4-гидро-
ксифенил)ретинамид (N-ГФРА). Введение его крысам 
снижало экспрессию генов iNOS, c-myc и cyclin D1 
в опухолевых клетках и клетках печени с пренеопла-
стическими изменениями, а также частоту и множе-
ственность опухолей у крыс [99]. Транс-ретиноевая 
кислота снижала экспрессию iNOS и TNF-α в культу-
ре клеток слизистой оболочки ободочной кишки боль-
ных язвенным колитом и раком, ассоциированным 
с колитом [100]. На клеточных линиях опухолей мо-

лочной железы MDA-MB-231 и F10 получены другие 
результаты, свидетельствующие об отсутствии способ-
ности N-ГФРА влиять на образование NO либо дозо-
зависимо стимулировать образование избыточных 
количеств NO. Доноры NO ингибировали рост и ин-
вазивность метастазирующих в кости опухолевых кле-
ток молочной железы. Авторы указывают на имеющий-
ся потенциал N-ГФРА и NO в качестве превентивных 
соединений [101].

Эйкозапентаеновая (ЭПК) и докозагексаеновая 
(ДГК) кислоты, относящиеся к омега-3-полиненасы-
щенным жирным кислотам (ПНЖК), практически 
не синтезируются в организме и необходимы для 
 нормального роста, развития мозга, нервов и др. Оме-
га-3- и омега-6-ПНЖК являются предшественника-
ми простагландинов, простациклинов, тромбоксанов 
и лейкотриенов. Как компоненты фосфолипидов кле-
точных мембран омега-6-, омега-3-ПНЖК модулируют 
клеточный сигналинг, взаимодействие клеток и теку-
честь мембран. ЭПК и ДГК проявляют многочислен-
ные антиканцерогенные эффекты [102, 103]. При про-
грессировании рака кишечника NO, продуцируемый 
в избыточных количествах, активирует COX-2, что при-
водит к увеличению продукции PGE

2
, и стимулирует 

неоангиогенез [104]. ЭПК и ДГК подавляют образо-
вание NO макрофагами и снижают синтез NO и ак-
тивность NF-κB в опухолевых клетках толстой кишки 
[105, 106]. Действие малых доз ДГК и 1,4-фенил-бис-
(метилен)-селеноцианата эффективно ингибировало 
клеточный рост, экспрессию COX-2, iNOS, NF-κB 
и β-катенина в культуре опухолевых клеток СаСо-2. 
Уместно добавить о способности омега-3-ПНЖК в ком-
бинации с цитотоксическими соединениями усиливать 
ингибирующий эффект препаратов на рост опухолей 
[107, 108].

Витамины, прежде всего проявляющие антиокси-
дантные свойства (витамин Е, каротиноиды, вита-
мин С и др.), модулируют канцерогенез и биосинтез NO 
у животных [109, 110]. Витамин Е объединяет группу 
соединений производных токола, из которых токофе-
ролы и токотриенолы проявляют выраженную анти-
оксидантную активность, которая препятствует повре-
ждению клеточных структур свободными радикалами. 
Витамин Е участвует в биосинтезе гема, гормонов и др. 
Введение витамина Е (α-токоферол) ингибировало 
гепатоканцерогенез у трансгенных мышей с коэкспрес-
сией с-Мус и трансформирующего ростового фактора 
(TGF), ответственных за хронический оксидативный 
стресс. При этом витамин Е подавлял в печени мышей 
повышенную экспрессию iNOS, уровни нитротирози-
на, белков теплового шока и белков НО-1 [111].

Витамин С (аскорбиновая кислота, или аскорбат 
натрия) – антиоксидант, но при высоких дозах – про-
оксидант, кофактор различных ферментов, участву-
ющих в синтезе коллагена, карнитина, катехоламинов, 
кортикостероидов; инактивирует радикальную форму 
α-токоферола и др. [112]. Существенный дефицит 
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аскорбиновой кислоты был обнаружен у больных ра-
ком [113]. Частично это связано с воспалением и окис-
лительными стрессами, истощающими резервы ас-
корбиновой кислоты. На фоне введенного аскорбата 
активность и экспрессия белка iNOS в эндотелии со-
судов скелетных мышц снижались у мышей с сепсисом 
[114]. Аскорбиновая кислота в отношении eNOS, на-
оборот, может стимулировать ее активность, пред-
положительно увеличивая биодоступность тетра-
гидробиоптерина и индуцируя высвобождение NO 
из S-нитрозотиолов плазмы [115]. В ряде работ выяв-
лена терапевтическая активность высоких доз витами-
на С у больных на поздних стадиях онкологического 
заболевания [116]. В условиях хронического воспале-
ния или инфицирования избыточная продукция NO 
и АФNO может способствовать протеканию реакций 
нитрозирования различных биологических мишеней 
с образованием потенциальных канцерогенных N-НС, 
ведущих к злокачественной трансформации клеток [1]. 
Уже в самых ранних работах обнаружена высокая ин-
гибирующая активность аскорбиновой кислоты, бло-
кирующая до 90 % образования N-НC из предшествен-
ников в организме [1, 117]. Способность ингибировать 
нитрозирование морфолина и пиперазина выявлена 
также у глутатиона, ТК (входит в состав чая), сульфи-
да натрия (консервант), фолиевой кислоты, токофе-
ролов, полифенолов и у некоторых пищевых продук-
тов, которые могут оказывать влияние на рН среды 
желудка, время пребывания в желудке предшествен-
ников и др. [118]. В наших работах показана превен-
тивная активность соединений селена (Se) в отношении 
эндогенного синтеза N-НС. Se в виде селенметионина 
при концентрации Se в корме 1,5 мг / кг снижал в 2,8–
5,1 раза синтез нитрозаминов в желудке крыс из вве-
денных предшественников нитрита натрия в комбина-
ции с диэтиламином, амидопирином или пролином 
соответственно [119, 120]. Защитная роль микроэлемен-
та, по-видимому, связана с усилением антиоксидантной 
глутатионовой системы, в состав которой он входит.

Эпидемиологическими исследованиями установ-
лена положительная связь частоты рака прямой киш-
ки с количеством потребляемого красного мяса. По-
требление мяса сопровождается увеличением уровня 
нитрогенных метаболитов – аминов и амидов, обра-
зующихся при бактериальном декарбоксилировании 
аминокислот в толстой и прямой кишке. Нитрозиро-
вание аминов и амидов способствует образованию 
N-НС. В серии исследований S. А. Bingham и соавт. 
на добровольцах-мужчинах показано, что содержание 
N-НС в кале дозозависимо нарастало с увеличением 
потребления красного мяса и не снижалось под дейст-
вием источников пищевых волокон (отрубей, овощей 
и резистентных форм крахмалов), хотя время транзи-
та при этом существенно сокращалось, что предпо-
лагает снижение контакта со слизистой оболочкой 
 кишечника [121, 122]. Образование аддукта ДНК (O(6)-
карбоксиметилгуанина) в эпителиальных клетках тол-

стого кишечника добровольцев, потреблявших красное 
мясо, коррелировало с суммарным уровнем N-НС 
в кале и было значительно выше, чем у добровольцев-
вегетарианцев. Потребление сои снижало содержание 
N-НС в кале [123, 124]. При скармливании хот-догов 
(по составу близки к сосискам) мышам и крысам за-
регистрирована активация нитрозирования по всей 
длине желудочно-кишечного тракта [125]. Бобовые, 
соленая рыба, ферментированные соевые продукты, 
плесневелые пищевые продукты способствуют обра-
зованию генотоксичных соединений в желудке, сти-
мулируя реакции нитрозирования в присутствии 
НИ [126]. Эти данные служат основанием, чтобы ре-
комендовать ограничение потребления таких про-
дуктов.

На основании гигиенического анализа выявленных 
закономерностей образования и накопления в пище-
вых продуктах канцерогенных нитрозосоединений был 
обоснован, разработан и внедрен в народное хозяйст-
во нашей страны комплекс профилактических меро-
приятий, включающих рекомендации по изменению 
условий технологической обработки продукции с ис-
пользованием ингибиторов нитрозирования, в том 
числе аскорбиновой кислоты, витаминов и др. [127].

Результаты эпидемиологических исследований 
свидетельствуют о наличии обратной связи поступле-
ния витамина В6 (пиридоксина) с риском рака кишеч-
ника [128, 129]. Известно, что коферментные формы 
витамина принимают участие в синтезе ДНК, метили-
ровании и других процессах. Пиридоксин при посту-
плении с рационом (7, 14 или 36 мг / кг рациона) зна-
чимо снижал частоту и множественность опухолей 
толстой кишки, индуцированных азоксиметаном у мы-
шей, подавляя клеточную пролиферацию, ангиогенез, 
оксидативный стресс и продукцию NO [130].

Никотинамид – амидная форма витамина В3 (ниа-
цина) – в составе NAD++ участвует в окислительно-вос-
становительных реакциях, синтезе жирных кислот, хо-
лестерола, стероидов, поддержании целостности генома 
и др. и является компонентом косубстрата NADPH, 
необходимого для синтеза NOS [23, 25]. В условиях 
in vitro никотинамид выраженно снижал продукцию NO 
в культуре эндокринных клеток поджелудочной железы 
человека или мышиных макрофагов частично восстанав-
ливая инсулиновую функцию клеток железы [130]. Од-
нако у крыс никотинамид по вышает радиочувствитель-
ность щитовидной железы к йоду-131 за счет усиления 
экспрессии eNOS, увеличения кровотока и повреждения 
ткани органическими пероксидами [131].

N-ацетилцистеин и S-метилцистеин – серосодер-
жащие органические соединения с доказанной анти-
пролиферативной и антиканцерогенной активностью, 
механизм которой связывают со способностью их ре-
активных SH-групп связываться с окислительными 
радикалами, нейтрализуя их [132]. N-ацетилцистеин, 
S-метилцистеин, S-аллилцистеин и диаллилсульфид 
относят к активным компонентам чеснока. Показано, 
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что под воздействием N-ацетилцистеина и S-метилцис-
теина дозозависимо снижалось число химически ин-
дуцированных пренеопластических очагов в печени 
крыс на фоне снижения экспрессии матричной РНК 
iNOS и IGF1 [133]. Защитное действие N-ацетилцис-
теина при действии высокой дозы НИ проявлялось 
в снижении окислительного повреждения в клетках 
кишечника [134].

Глицин является заменимой аминокислотой, уча-
ствующей в синтезе порфиринов, пуринов, креатина, 
желчных кислот, ингибирует ангиогенез, а также может 
регулировать гибель клеток и др. [135, 136]. Экспери-
ментально подтверждено противоопухолевое действие 
глицина на модели индуцированного канцерогенеза 
печени у крыс [137]. Ингибирующий эффект глицина 
на рост клеток аденокарциномы молочной железы 
R3230 (культивируемых совместно с фибрином) авто-
ры связывают с существенным снижением уровня 
белка iNOS в опухолевой ткани [138]. В другой работе 
ограничение в диете серина и глицина приводило 
к обратному эффекту – увеличению выживаемости 
мышей с опухолями кишечника или лимфомами [139].

Гастроэзофагеальное рефлюксное заболевание по-
вышает риск развития аденокарциномы пищевода. 
Есть основания считать, что заболевание связано, 
в том числе, с повреждениями, вызываемыми цито-
токсическими локальными концентрациями NO, 
образовавшегося при восстановлении НА в слюне, где 
накапливается до 25 % НА, поступивших с пищей 
и водой [140]. На модели гастродуоденального ре-
флюкса с сохраненной функцией желудка введение 
крысам связывающего НИ тиопролина (производно-
го гетероциклической аминокислоты пролина, тиазо-
лидин-4-карбоксильной кислоты) полностью пред-
отвращало образование аденокарциномы пищевода, 
в то время как различий в возникновении плоскокле-
точной карциномы пищевода в контрольной и опыт-
ной группах не было выявлено [141].

Куркумин – полифенол, широко используется как 
специя к блюдам. Обладает противовоспалительным, 
антиоксидантным, антиканцерогенным действием. Ин-
дуцирует детоксицирующие энзимы, в том числе глу-
татион-S-трансферазу. Куркумин проявил антиканце-
рогенную активность при опухолях толстой кишки, 
молочной железы, двенадцатиперстной кишки, кожи, 
ротовой полости и лейкозе. В основе антиканцероген-
ного потенциала куркумина лежит его способность 
подавлять пролиферацию опухолевых клеток, снижать 
активность транскрипционных факторов NF-κB, AP-
1, экспрессию COX-2, LOX, iNOS, MMP-9, IL-1β и ци-
клина D3, а также регулировать многочисленные фак-
торы, вовлеченные в канцерогенез [142, 143].

Заключение
Обобщая представленные выше данные (см. таб-

лицу) по влиянию БАКРП на опухолевый процесс 
и активность iNOS, полученные на культурах опухо-

левых клеток (in vitro) и опухолевых моделях у живот-
ных (in vivo), можно заключить, что практически все 
тестируемые БАКРП обладают противоопухолевым 
потенциалом. На фоне ингибирования опухолевой 
прогрессии около 75 % испытанных БАКРП снижали 
активность iNOS или образование производных NO 
в опухолевой ткани; 20 % оказывали разнонаправлен-
ное действие на экспрессию / активность фермента 
(ресвератрол, ретинол, ГК, никотинамид) и 5 % не вли-
яли на функцию фермента. При снижении iNOS под 
воздействием ЭГКГ, апигенина, N-ГФРА, омега-3- 
ПНЖК регистрировали одновременное снижение 
экспрессии NF-κB. Снижение экспрессии iNOS часто 
сопровождалось ингибированием VEGF (под воздей-
ствием ЭГКГ, апигенина, нобилетина, генистеина, 
ретиноидов), арестом различных фаз клеточного цикла 
(при действии ресвератрола и его аналогов, нобилети-
на, генистеина, ксантагумола, ИЗК). При ингибиро-
вании iNOS под воздействием апигенина, нобилетина, 
фенольных кислот, ИЗК, диаллилсульфида и др. реги-
стрировали снижение активности белка, подавляюще-
го апоптоз, – Bcl-2. Анализ показывает, что БАКРП 
обладают противоопухолевым потенциалом, проявля-
ют мультитаргетный механизм действия, модулируя 
активность многочисленных белков и факторов, уча-
ствующих в канцерогенезе [144]. Количество вновь 
открываемых молекулярных мишеней, сигнальных 
каскадов, чувствительных к действию БАКРП, про-
должает увеличиваться и помимо указанных выше 
включает стволовые клетки, сигнальные пути факторов 
роста, эпигенетические механизмы, такие как метили-
рование ДНК, модификация гистонов, микроРНК и др.

Полагают, что около 25 % случаев рака этиологи-
чески связаны с хроническим воспалением и инфек-
цией, которые могут сопровождаться активацией iNOS 
в клетках ткани и иммунных клетках и избытком 
 образования АФNO [145]. Например, риск колорек-
тального рака в 10 раз выше при воспалительных за-
болеваниях кишечника, таких как язвенный колит и бо-
лезнь Крона [146]. Инфицирование желудка H. pylori 
и связанное с ним воспаление могут стать причиной 
возникновения аденокарциномы желудка [147]. Сис-
темные воспалительные реакции характерны при про-
грессии опухолей [148]. При опухолевом росте ряд 
диетических ингредиентов (ресвератрол, куркумин, 
генистеин, EGCG, нобилетин, ликопин, лупеол, ПНЖК 
(омега-3), содержащийся в крестоцветных сульфора-
фан, ИЗК и др.) может участвовать в противовоспали-
тельных реакциях, подавляя активность провоспали-
тельных факторов: NF-κB, СОХ-2, iNOS, Аkt и РI3K, 
а также ERK [149]. Следует отметить, что механизм 
действия гуморальных факторов: глюкокортикоидов 
и TGF-β1 – известных ингибиторов iNOS, связывают 
также с ингибированием транскрипционного фактора 
NF-κB, а также STAT-1α [150, 151].

Как указывалось выше, существует много доказа-
тельств, подтверждающих промотирующую роль iNOS 
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Биологически активные компоненты растительных продуктов с экспериментально подтвержденными свойствами модулировать активность 
iNOS и ингибировать канцерогенез

Biologically active components of plant products with experimentally confirmed abilities to modulate iNOS activity and inhibit carcinogenesis

Действующее 
вещество 

Active substance

Класс 
соединений 

Substance class

Молекулярные мишени 
Molecular targets

Основные источники 
Main sources

Источник 
Source

Ресвератрол и его 
димеры, диаминоме-
токсифлавон, димети-
лированные аналоги 
ресвератрола (птеро-
стильбен) 
Resveratrol and its dimers, 
diaminomethoxyflavone, 
dimethylated analogs of 
resveratrol (pterostilbene) 

ПФ (фито-
алексины) 

PPs 
(phytoalexins) 

NF-κB↓, COX-2↓
арест цикла в фазах G1 и G2 / M
iNOS↑↓, eNOS ↑, ингибирование 

 пролиферации 
NF-κB↓, COX-2↓ 

G1 and G2 / M checkpoint cell cycle arrest 
iNOS ↑↓, eNOS↑, proliferation inhibition

Виноград, красное вино, 
голубика 

Grapes, red wine, blueberries
[70–73] 

Эпигаллокатехин-
3-галлат 
Epigallocatechin-3-gallate

ПФ (флаван-
3-олы: 

катехины) 
PPs (flavan-3-ols: 

catechins) 

NF-κB↓, iNOS↓, nNOS↓, VEGF↓, 
IGF1↓, EGFR↓, PI3K / Akt↓, 

Ras / Raf / MAPK↓, AP-1↓, MMP↓

Зеленый и черный чай, 
красное вино, красный 

виноград, шоколад 
Green and black tea, red wine, red 

grapes, chocolate

[75–77] 

Апигенин (41,5,7-три-
гидроксифлавон) 
Apigenin 
(41,5,7-trihydroxyflavone) 

ПФ 
(флавоны) 

PPs (flavones) 

NF-κB↓, Bcl-2↓, циклин D1↓, iNOS↓, 
Snail↓, STAT3↓, индукция апоптоза, 

аутофагии и др. 
NF-κB↓, Bcl-2↓, cyclin D1↓, iNOS↓, 
Snail↓, STAT3↓, apoptosis induction, 

autophagin and other

Сельдерей, петрушка 
Celery, parsley

[78, 79] 

Нобилетин 
Nobiletin

ПФ (флавоно-
иды) 

PPs (flavonoids) 

iNOS↓, ERK1 / 2↓, mTOR↓, арест 
в фазах G0 / G1, Akt↓, HIF-1α↓, 

NF-κB↓, VEGF↓ 
iNOS↓, ERK1 / 2↓, mTOR↓, G0 / G1 

checkpoint arrest, Akt↓, HIF-1α↓, NF-κB↓, 
VEGF↓

Сок и кожура цитрусовых 
Citrus juice and skin

[80, 81] 

Генистеин 
Genistein

ПФ (изофла-
воны) 

PPs (isoflavones) 

Топоизомераза II↓, MMP-9↓, iNOS↓, 
VEGF↓, арест в фазах G2 / M 

Topoisomerase II↓ MMP-9↓, iNOS↓, 
VEGF↓, G2 / M checkpoint arrest

Соя 
Soy

[82–84] 

Галловая кислота 
(3,4,5-тригидрокси-
бензойная кислота), 
таниновая кислота 
Gallic acid 
(3,4,5-truhydroxybenzoic 
acid), tannic acid

ПФ (фенол-
карбоновые 

кислоты) 
PPs (phenolic 

acids) 

Bax↑ , Bcl-2↓, Xiap↓, Akt / mTOR↓,
NO-метаболиты↑ ↓

Ингибирование пролиферации, 
индукция апоптоза 

Bax ↑, Bcl-2↓, Xiap↓, Akt / mTOR↓, 
NO-metabolites ↑↓ 

Proliferation inhibition, apoptosis induction

Чай, клюква, какао-бобы, 
малина, клубника, сок 

красного винограда, красное 
вино, брусника, черника, 

щавель, pевень и др. 
Tea, cranberries, cacao beans, 

raspberries, strawberries, red grape 
juice, red wine, huckleberries, 

blackberries, sorrel, rhubarb and 
other

[85–87] 

Ксантогумол 
Xanthohumol

Пренилиро-
ванные 

флавоноиды 
халконового 

типа 
Prenylated 

flavonoids of 
chalcone type

Синтез ДНК↓, синтез производных 
NO↓, Ki-67↓, Bcl-2↓, арест в фазах 

G0 / G1 и S, индукция апоптоза,
Notch-сигнальный путь↓ 

DNA synthesis↓, NO derivates synthesis↓, 
Ki-67↓, Bcl-2↓, G0 / G1 and S checkpoint 

arrest, apoptosis induction, Notch-signaling 
pathway↓

Хмель 
Hops

[88, 89] 

Ликопин 
Lycopene

Каротиноиды 
Carotenoids

iNOS↓, COX-2↓, MMP↓, MAPK↓, 
Ki-67↓, EMT-маркеры↓, FAK↓ и др. 
iNOS↓, COX-2↓, MMP↓, MAPK↓, Ki-67↓, 

EMT markers↓, FAK↓ and other

Фрукты, овощи красного 
и оранжевого цвета и продук-

ты их переработки, грейп-
фрут розовый, папайя 

Fruit, red and orange vegetables and 
their processing products, pink 

grapefruit, papaya

[90, 91] 
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Действующее 
вещество 

Active substance

Класс 
соединений 

Substance class

Молекулярные мишени 
Molecular targets

Основные источники 
Main sources

Источник 
Source

Лупеол 
Lupeol

Пентацикли-
ческие тритер-

пены 
Pentacyclic 
triterpenes

iNOS↓, ODC↓, COX-2↓, PI3K↓, pAkt↓, 
p-ERK↓, p-EGFR↓, MMP-9↓, про-

лиферация↓, индукция апоптоза и др. 
iNOS↓, ODC↓, COX-2↓, PI3K↓, pAkt↓, 

p-ERK↓, p-EGFR↓, MMP-9↓, 
proliferation↓, apoptosis induction and other

Олива, манго, инжир, 
зеленый перец, клубника, 

виноград 
Olive, mango, figs, green pepper, 

strawberries, grapes

[92–94] 

Индол-3-карбинол 
Indole-3-carbinol

Индолы 
Indoles

NF-κB↓, Bcl-2↓, p-каспаза-9↓, pAkt↓, 
MMP-9↓, AhR↑ , E-кадгерин ↑, арест 
фазы G1, пролиферация↓, индукция 

апоптоза и др. 
NF-κB↓, Bcl-2↓, p-caspase-9↓, pAkt↓, 

MMP-9↓, AhR↑ , E-cadherin↑, G1 
checkpoint arrest, proliferation↓, apoptosis 

induction and other

Овощи семейства кресто-
цветных (белокочанная, 
брюссельская, цветная 

капуста, кольраби, брокко-
ли), редис, репа, брюква 
Cruciferae vegetables (white 

cabbage, brussels sprouts, 
cauliflower, kohlrabi, broccoli), 

radish, turnip, rutabaga

[95–97] 

Ретинол, трансретино-
евые кислоты, N- 
(4-гидроксифенил) 
ретинамид 
Retinol, transretinoic acids, 
N- (4-hydroxyphenyl) 
retinamide

Ретиноиды 
Retinoids

iNOS↑↓, eNOS↑ , c-myc↓, циклин 
D1↓, Vegf-A↓, MMP-9↓, NOS 
мРНК↓, индукция апоптоза 

iNOS↑↓, eNOS↑ , c-myc↓, cyclin D1↓, 
Vegf-A↓, MMP-9↓, NOS mRNA↓, apoptosis 

induction

Печень говяжья, печень 
трески, сливочное масло, 

яйца 
Beef liver, cod liver, butter, eggs

[98–101] 

Докозагексаеновая 
кислота, эйкозапента-
еновая кислота 
Docosahexaenoic acid, 
eicosapentaenoic acid

Полиненасы-
щенные 
жирные 
кислоты 

класса омега-3 
Omega-3 

polyunsaturated 
fatty acids

iNOS↓, COX-2↓, NF-κB↓, р21↑ , р27↑ , 
β-катенин↓ 

iNOS↓, COX-2↓, NF-κB↓, р21↑ , р27 ↑, 
β-catenin↓

Жиры рыб: сельдь, лосось, 
скумбрия, сардины, печень 

трески и др. 
Fish oil: herring, salmon, mackerel, 

cod liver and other

[102, 103, 
105, 106] 

Токоферолы (α, γ) 
Tocopherols (α, γ) 

Витамины 
Vitamins

iNOS↓, NADPH↓, белки HSP↓, 
HO-1↓, индукция апоптоза, ингиби-

рование клеточного цикла 
iNOS↓, NADPH↓, HSP proteins↓, HO-1↓, 

apoptosis induction, cell cycle inhibition

Растительные масла (больше 
в нерафинированных), 
рыбий жир, зародыши 

пшеницы, ржаные и пшенич-
ные отруби, орехи, семена, 

шпинат и др. 
Plant oils (more in unrefined), fish 
oil, wheat germs, wheat bran, rye 

bran, nuts, seeds, spinach and other

[109–111] 

Аскорбиновая кислота 
(витамин С) 
Ascorbic acid (vitamin C) 

Витамины 
Vitamins

iNOS↓, eNOS↑ , ROS↓, глицеральде-
гид-3-фосфатдегидрогеназа↓, 

N-нитрозосоединения↓ 
iNOS↓, eNOS ↑, ROS↓, glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase↓, N-nitroso 

compounds↓

Шиповник, черная смороди-
на, облепиха, сладкий перец, 

киви, цитрусовые, укроп, 
петрушка, рябина, другие 

овощи и фрукты 
Briar, black currant, sallow thorn, 

sweet pepper, kiwi, citrus, dill, 
parsley, mountain ash, other fruits 

and vegetables

[109, 112, 
114, 117, 
118, 127] 

Пиридоксин 
(витамин В

6
) 

Pyridoxin (vitamin B
6
) 

Витамины 
Vitamins

iNOS↓, c-myc↓, c-fos↓, пролифера-
ция↓, ангиогенез↓ 

iNOS↓, c-myc↓, c-fos↓, proliferation↓, 
angiogenesis↓

Красное мясо, птица, 
субпродукты, рыба, крупы 
(гречневая, овсяная, пшен-
ная, ячменная, кукурузная), 

бобовые, орехи, дрожжи 
сухие пивные, хлеб из муки 

грубого помола 
Red meat, bird meat, subproducts, 
fish, grains (buckwheat, oats, wheat, 

barley, corn), beans, nuts, dry brewers 
yeast, bread made of coarse flour

[128, 129] 

Продолжение таблицы

Continuation of table
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Действующее 
вещество 

Active substance

Класс 
соединений 

Substance class

Молекулярные мишени 
Molecular targets

Основные источники 
Main sources

Источник 
Source

Никотинамид 
Nicotinamide

Витамины 
Vitamins

TNF↓, IL-6↓, PGE
2
↓, ROS↓, NO↓↑ , 

eNOS↑ , N-нитрозосоединения↓ 
TNF↓, IL-6↓, PGE

2
↓, ROS↓, NO↓↑ , 

eNOS ↑, N-nitroso compounds↓

Тощее мясо, птица, печень, 
рыба, молоко, бобовые, яйца, 

хлеб и крупы 
Lean meat, bird meat, liver, fish, 

milk, beans, eggs, bread and grains

[130, 131] 

Диаллилдисульфид, 
аллилцистеин, 
S-метилцистеин, 
N-ацетилцистеин 
Diallyl disulfide, allyl 
cysteine, S-methylcysteine, 
N-acetylcysteine

Серосодержа-
щие вещества 
Sulfur-containing 

compounds

IGF1 мРНК↓, iNOS мРНК↓, 
E-кадгерин↑ , Bcl-2↓, пролифера-

ция↓, апоптоз↑  
IGF1 mRNA↓, iNOS mRNA↓, 

E-cadherin↑ , Bcl-2↓, proliferation↓, 
apoptosis↑ 

Лук репчатый, чеснок, 
брюква, хрен, горчица, горох, 

бобы 
Onions, garlic, rutabaga, horse 

radish, mustard, peas, beans

[132–134] 

Глицин 
Glycine

Аминокисло-
ты 

Amino acids

iNOS↓, ангиогенез↓ 
iNOS↓, angiogenesis↓

Пищевые белки, эндогенный 
синтез 

Food proteins, endogenous 
synthesis

[135–138] 

Тиопролин (тиазоли-
дин-4-карбоксильная 
кислота) 
Thioproline (thiazolidine-
4-carboxylic acid) 

Производное 
аминокислоты 

пролина 
Derivative of 
amino acid 

proline

Нитриты↓ 
Nitrites↓ [141] 

Куркумин 
Curcumin

ПФ 
PPs

NF-κB↓, AP-1↓, COX-2↓, LOX↓, 
iNOS↓, MMP-9↓, IL-1β↓, циклин 

D3↓, пролиферация↓ 
NF-κB↓, AP-1↓, COX-2↓, LOX↓, iNOS↓, 

MMP-9↓, IL-1β↓, cyclin D3↓, proliferation↓

Корень куркумы (семейство 
имбирных) 

Curcuma root (ginger family) 
[142, 143] 

Примечание. iNOS – индуцибельная NO-синтаза (NOS); ПФ – полифенолы; NF-κB – ядерный фактор κB; СОХ-2 – цикло-
оксигеназа-2; eNOS – эндотелиальная NOS; nNOS – нейрональная NOS; VEGF – фактор роста эндотелия сосудов; IGF-1 – 
инсулиноподобный фактор роста 1; EGFR – рецептор эпидермального фактора роста; PI3K (фосфоинозитид-3-киназа), Akt 
(протеинкиназа В), PI3K / Akt – сигнальный путь; Ras – онкоген, Raf – протеинкиназа, МАРК – митогенактивируемая 
протеинкиназа, Ras / Raf / MAPK – сигнальный путь, регулирует рост, деление, дифференцировку клеток; AP-1 – фактор 
транскрипции; MMP – матриксные металлопротеиназы; Bcl-2 – регулятор апоптоза; циклин D1 – протоонкоген, регулятор 
клеточного цикла; Snail – транскрипционный фактор; STAT3 – сигнальный белок и активатор транскрипции; ERK 1/2 – 
внеклеточные сигналрегулируемые киназы; mTOR – мишень рапамицина у млекопитающих, протеинкиназа; HIF-1α – фак-
тор, индуцируемый гипоксией 1α; Bax – проапоптотический белок; Xiap – связанный с Х хромосомой белок, ингибитор 
апоптоза; Ki-67 – маркер пролиферации; Notch-сигнальный путь – регулирует пролиферацию, апоптоз, дифференцировку 
клеток; EMT – эпителиально-мезенхимальный переход; FAK – киназа фокальных контактов; ODC – орнитиндекарбоксила-
за; AhR – арил-гидрокарбоновый рецептор; c-myc – онкоген; Vegf-A – фактор роста эндотелия сосудов А; мРНК – матрич-
ная РНК; р21 – белок, ингибитор циклинзависимой киназы 1А; р27 – белок, ингибитор циклинзависимой киназы 1В; HSP – 
белки теплового шока; HO-1 – индуцибельная форма гемогсигеназы; ROS – активные формы кислорода; c-fos – протоонкоген; 
TNF – фактор некроза опухоли; IL-6 – интерлейкин 6; PGE

2
 – простагландин Е2; LOX – липоксигеназа; циклин D3 – регуля-

тор клеточного цикла; ↓ обозначает пониженную активность (или экспрессию) белков и факторов. ↑ – повышенную актив-
ность (или экспрессию) белков и факторов. 
Note. iNOS – inducible NO-synthase (NOS); PPs – polyphenols; NF-κB – nuclear factor κB; COX-2 – cyclooxygenase-2; eNOS – endothelial NOS; 
nNOS – neuronal NOS; VEGF – vascular endothelial growth factor; IGF-1 – insulin like growth factor 1; EGFR – epidermal growth factor receptor; 
PI3K (phosphoinositide 3 kinases), Akt (protein kinase B), PI3K / Akt – signaling pathway; Ras – oncogene, Raf – protein kinase, MAPK – mitogen-
activated protein kinase, Ras / Raf / MAPK is a signaling pathway that regulates growth, division, differentiation of cells; AP-1 – transcription factor; 
MMP – matrix metalloproteinases; Bcl-2 – apoptosis regulator; cyclin D1 – proto-oncogene, regulator cell cycle; Snail – transcription factor; STAT3 – 
signal transducer and activator of transcription 3; ERK 1/2 – extracellular signal regulated kinases; mTOR – the mammalian target of rapamycin, protein 
kinase; HIF-1α – hypoxia-inducible factor 1α; Bax – the proapoptotic protein; Xiap – X-linked inhibitor of apoptosis protein; Ki-67 – proliferation 
marker; Notch-signaling pathway – regulates cell proliferation, apoptosis, cell differentiation; EMT – epithelial-mesenchymal transition; FAK – focal 
adhesion kinase; ODC – ornithine decarboxylase; AhR – aryl hydrocarbon receptor; c-myc – oncogene; Vegf-A – vascular endothelial growth factor A; 
mRNA – matrix RNA; р21 – protein, cyclin-dependent kinase inhibitor 1А; p27 – protein, cyclin-dependent kinase inhibitor 1B; HSP – heat shock 
proteins; HO-1 – inducible form of the heme oxygenase; ROS – reactive oxygen species; c-fos – proto-oncogen; TNF – tumor necrosis factor; IL-6 – 
interleukin 6; PGE

2
 – prostaglandin E2; LOX – lipoxygenase; cyclin D3 – cell cycle regulator; ↓ denotes decreased activity (or expression) of proteins and 

factors; ↑ – increased activity (or expression) of proteins and factors.

Окончание таблицы

End of table 
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в развитии опухолей как у человека, так и у животных, 
но также имеется и достаточное количество исследо-
ваний, показывающих, что NO может ингибировать 
неоплазию и метастазирование in vivo. Ингибирующий 
эффект NO связывают с цитотоксичностью NO к опу-
холевым клеткам, с антиоксидантными свойствами 
молекулы, способностью инициировать апоптоз, ин-
гибировать агрегацию тромбоцитов и др. Наличие па-
радокса объясняют рядом факторов, включая уровень 
локальной концентрации NO, типом клеток и их 
 генетическими особенностями, а также окислительно-
восстановительным статусом клеток. Необходимо 
 заметить, что большинство исследований, которые 
демонстрируют ингибирование роста опухоли NO, 
использует биологические системы с высокой экспрес-
сией iNOS или высокие концентрации доноров NO. 
Большинство же имеющихся данных показывает, что 
регистрируемые в опухолях уровни экспрессии iNOS 
стимулируют развитие опухолей.

Следует отметить еще одну особенность. В рассмо-
тренных нами экспериментальных работах изучали 
действие достаточно высоких концентраций отдельных 
БАКРП, превышающих их уровни в стандартных ра-
ционах животных. Повседневный рацион человека 
содержит БАКРП в низких концентрациях и, что су-
щественно, они поступают в составе многокомпонентных 
смесей. Опыт показывает, что БАКРП демонстрируют 
биологический ответ при более низких концентраци-
ях в сыворотке крови, такие концентрации в системе 
in vitro не эффективны. По-видимому, при оценке био-
активности БАКРП в тестовых системах in vitro необ-
ходимо стремиться к воспроизведению условий, близких 
к физиологическим. Многие полагают, что текущего 
потребления БАКРП в рационе недостаточно, чтобы 
защитить организм от неблагоприятного воздействия 
канцерогенов или оказать ингибирующее влияние 
на опухолевый процесс, и в качестве альтернативного 
подхода рассматривают дополнительный прием био-
логически активных добавок. Однако в некоторых 
случаях на примере диетических флавоноидов, которые 
имеют низкую биодоступность, для проявления про-
тивоопухолевого эффекта in vivo требуются высокие 
дозы, которые могут оказывать повреждающее дейст-
вие на ДНК. Способность некоторых флавоноидов 
модулировать сигнальные пути (NF-κB, AP-1, MAPK 
и др.) может вести к усилению пролиферации и выжи-
ваемости клеток, инициировать воспалительный ответ 
и вызывать побочные эффекты: печеночную недоста-
точность, дерматиты, анемию и др. [152]. Побочные 
эффекты флавоноидов связывают также с неустойчи-
вым равновесием между их антиоксидантными и про-
оксидантными свойствами, которые зависят от мно-
гочисленных факторов, определяющих метаболический 
статус организма. Примером могут служить результаты, 
полученные нами с использованием препарата из ви-
ноградных косточек, стандартизованного по содержа-
нию олигомерных проантоцианидинов, проявившего 

in vitro высокую антиоксидантную активность. В опы-
те на мышах регулярное введение препарата в высокой 
дозе (300 мг/кг массы тела животного) достоверно 
стимулировало на 45 % рост карциномы Эрлиха на фо-
не повышенной продукции АФNO [97].

Противоопухолевый эффект, а также биодоступ-
ность активного компонента могут изменяться, если 
он поступает в комбинации с другими веществами. 
Например, пиперин (алкалоид, содержится в черном 
и длинном перце), действующий совместно с кур-
кумином, повышал уровень фенольной субстанции 
в плазме крови крыс [153]. Пероральное введение мы-
шам ГК, или ИЗК, или микроводоросли спирулины, 
обогащенной Se, вызывало задержку формирования 
опухолевых узлов и торможение роста опухолей. В то 
же время на фоне введения комбинации спирулины 
с ГК или ИЗК регистрировали достоверное ускорение 
роста перевиваемых опухолей [154].

Подтвержденная экспериментально цитотоксиче-
ская и антипролиферативная активность флавоноидов 
по отношению к опухолевым клеткам с минимальной 
токсичностью к здоровым клеткам заслуживает само-
го пристального внимания при рассмотрении этих 
соединений в качестве профилактических, а также 
противоопухолевых соединений. Однако данные не-
многочисленных клинических исследований показы-
вают, что терапевтическая эффективность флавоноидов 
при опухолях весьма незначительна [155]. Для повы-
шения биодоступности и противоопухолевой эффек-
тивности наиболее перспективных БАКРП (стильбенов, 
флавоноидов и танинов) модифицируют их структуру, 
а также разрабатывают новые способы доставки ве-
ществ к опухолям с помощью нанотехнологий, и в этом 
направлении сделаны первые шаги [156, 157]. Можно 
ожидать, что на основании научных достижений в об-
ласти генетики, химии и молекулярной биологии будут 
предприняты усилия по разработке функциональных 
продуктов с заданными характеристиками, повыша-
ющими их биологическую ценность, что, возможно, 
позволит их использовать в онкопрофилактике [158]. 
Несмотря на то что в экспериментальных работах мно-
гие биоактивные компоненты демонстрируют проти-
воопухолевые эффекты, этого недостаточно, чтобы 
рекомендовать их регулярное потребление в виде био-
логически активных добавок в целях профилактики 
онкологических заболеваний. Необходимы подтвер-
жденные в клинических исследованиях убедительные 
научные обоснования их противоопухолевой эффек-
тивности и безопасности.

Таким образом, суммируя данные литературы и соб-
ственные результаты, можно заключить, что многие 
БАКРП снижают активность iNOS, ответственной за 
образование АФNO, тем самым уменьшая их проопу-
холевые эффекты. Можно считать оправданной стра-
тегию, скорее направленную на снижение активности 
iNOS, в том числе с помощью диеты с высоким содер-
жанием фруктов и овощей, богатых БАКРП.
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Молекулярно-генетические аспекты внутрипеченочного 
холангиоцеллюлярного рака: обзор литературы

Б. Н. Гурмиков, Ю. А. Коваленко, В. А. Вишневский, А. В. Чжао
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр хирургии им. А. В. Вишневского» Минздрава России; Россия, 

117997 Москва, ул. Большая Серпуховская, 27

Контакты: Беслан Нуралиевич Гурмиков gurmikov@mail.ru

Современная концепция как терапии, так и хирургического лечения внутрипеченочного холангиоцеллюлярного рака должна учи-
тывать достижения молекулярной биологии и современные принципы стадирования заболевания. Детальное понимание молеку-
лярных (генетических и эпигенетических) нарушений, лежащих в основе патогенеза холангиокарциномы, позволит улучшить 
результаты хирургического лечения и расширит возможности персонализированной (таргетной) терапии. Основанное на новых 
данных о холангиоканцерогенезе молекулярное профилирование опухолей желчных протоков может быть наиболее целесообразным 
для подбора лечения в случаях, рефрактерных к стандартной терапии. Современные потенциальные мишени таргетной терапии 
включают рецепторы эндотелиального фактора роста, фактора роста фибробластов, MET тирозинкиназы, сигнальный путь 
PI3K / Akt / mTOR и мутации изоцитратдегидрогеназы. В обзоре рассматриваются молекулярно-генетические аспекты, лежащие 
в основе патогенеза, и современные принципы стадирования внутрипеченочного холангиоцеллюлярного рака.

Ключевые слова: внутрипеченочный холангиоцеллюлярный рак, молекулярно-генетические аспекты, таргетная терапия, ста-
дирование
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Molecular genetic aspects of intrahepatic cholangiocarcinoma: literature review

B. N. Gurmikov, Yu. A. Kovalenko, V. A. Vishnevsky, A. V. Chzhao

A. V. Vishnevsky National Medical Research Center of Surgery, Ministry of Health of Russia; 27 Bol’shaya Serpukhovskaya St.,  
Moscow 117997 Russia

The modern concept of therapy for intrahepatic cholangiocarcinoma including surgical treatment, must take into account the achievements 
of molecular biology and modern staging principles. A detailed understanding of the molecular genetic (genetic and epigenetic) disorders 
underlying the pathogenesis of cholangiocarcinoma is important, which will improve the results of surgical treatment and expand the possi-
bilities of personalized (targeted) therapy. Based on new data on cholangiocarcinogenesis, molecular profiling of bile duct tumors may be 
most appropriate for the selection of treatment in cases refractory to standard therapy. Current potential target therapy targets include endo-
thelial growth factor receptors, fibroblast growth factor, MET tyrosine kinase, PI3K / Akt / mTOR signaling pathway and isocitrate dehydro-
genase mutation. The review considers the molecular-genetic aspects underlying the pathogenesis and modern principles of staging intrahe-
patic cholangiocarcinoma.

Key words: intrahepatic cholangiocarcinoma, molecular genetic aspects, targeted therapy, staging

For citation: Gurmikov B. N., Kovalenko Yu. A., Vishnevsky V. A., Chzhao A. V. Molecular genetic aspects of intrahepatic cholangiocarci-
noma: literature review. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(1):37–43.

Внутрипеченочный холангиоцеллюлярный рак 
(ВПХЦР) – агрессивная злокачественная опухоль с вы-
сокой летальностью и риском развития рецидива за-
болевания после радикального хирургического лечения 
[1, 2]. Особенностью данной опухоли является дли-
тельное бессимптомное течение, вследствие чего 
на момент обращения выявляются распространенные 
формы заболевания с региональными и отдаленными 
метастазами [3]. Современная концепция терапии зло-
качественных новообразований учитывает успехи мо-

лекулярной биологии, в том числе и при планировании 
хирургического вмешательства. К сожалению, при 
холангиоцеллюлярном раке (ХЦР) существующие об-
щепринятые схемы терапии обладают недостаточной 
эффективностью [2]. Поэтому важное значение име-
ет детальное понимание молекулярно-генетических 
 нарушений, лежащих в основе патогенеза холангио-
карциномы, позволяющее улучшить результаты хирур-
гического лечения и расширить возможности персо-
нализированной терапии ВПХЦР.
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Молекулярно-генетические аспекты 
холангиоканцерогенеза
Процесс холангиоканцерогенеза запускается воз-

действием таких медиаторов воспаления, как цито-
кины, факторы роста опухоли, тирозинкиназы и желчные 
кислоты, которые нарушают клеточную пролифера-
цию, регуляцию клеточного цикла, а также угнетают 
апоптоз [4]. Некоторые медиаторы воспаления через 
активацию NO-синтазы способствуют образованию 
избыточного количества оксида. Последний обладает 
цитотоксическим эффектом и, являясь высокореак-
ционноспособным радикалом, взаимодействует с ком-
понентами различных биологических мембран, а также 
повреждает структуру ДНК вследствие ее дезамини-
рования. Кроме этого, оксид азота угнетает активность 
рибонуклеотидредуктазы – фермента, восстанавлива-
ющего гидроксил при С2 рибозы, и таким образом, 
обеспечивающего необходимый пул нуклеозидтрифос-
фатов для репарации ДНК [5]. На дальнейшее выжи-
вание клеток с поврежденной ДНК влияет медиатор 
воспаления – интерлейкин 6 (IL-6), секретируемый 
стромальным клеточным окружением, увеличивающий 
пролиферативную активность [6]. В дальнейшем IL-6 
активирует MCL1 (ингибитор апоптоза), связанный 
с активацией транскрипции STAT (signal transduser and 
activator of transcription) и протеинкиназы B (Akt). 
В свою очередь, транскрипция MCL1 активирует IL-6 
в сигнальном пути MAPK. IL-6 активирует киназы 
JAK1 и JAK2, а через них – STAT3 [7]. Активируется 
воспалительный сигнальный путь, что приводит к не-
которому снижению апоптоза – важнейшего процесса, 
направленного на уничтожение клетки с поврежден-
ной ДНК. Таким образом, хронический воспалитель-
ный процесс индуцирует через медиаторы воспаления 
пролиферацию клеток, повреждение структуры ДНК 
и угнетение апоптоза, которые в комплексе приводят 
к трансформации нормальной клетки в опухолевую [8].

В эмбриогенезе билиарного тракта ключевую роль 
играют сигнальные пути, нарушение регуляции кото-
рых ассоциировано с онкогенезом ХЦР. Такими сиг-
нальными путями являются Notch и Hedgehog. Акти-
вация сигнального пути Notch способствует переходу 
нормальных гепатоцитов в билиарные клетки-пред-
шественники ВПХЦР. Экспериментально показано, 
что гиперэкспрессия Notch 1 ведет к развитию ВПХЦР, 
а ингибитор γ-секретазы, расщепляющей Notch, по-
давляет онкогенез [8, 9]. Также нарушения сигнально-
го пути Hedgehog ассоциированы с развитием ХЦР. 
Ингибирование Нedgehog циклопамином тормозит 
миграцию, пролиферацию и снижает инвазивность 
клеток ХЦР [8, 10].

Сигнальный путь Wnt также участвует в развитии 
внутрипеченочных желчных путей [11]. Известно, 
что путь Wnt высокоактивирован при ХЦР. Ингиби-
рование передачи сигналов Wnt с помощью ингибито-
ров Wnt в моделях мышей и крыс заметно снижает 
пролиферацию холангиокарциномы и увеличивает 

апоптоз, что приводит к регрессии опухоли [12]. Кро-
ме этого, установлена роль сигнального пути р44 / 42 
МАРК, который запускается активацией эпидермаль-
ного фактора роста (EGFR). Роль последнего как ин-
дуктора развития опухоли из билиарного эпителия 
при развитии ХЦР также установлена в эксперимен-
тальных работах [13].

Нарушение регуляции сигнального пути PI3K /  
PTEN / Akt / mTOR играет ключевую роль в патогенезе 
ВПХЦР. Снижение экспрессии PTEN является неза-
висимым предиктором низкой общей выживаемости 
больных ВПХЦР в послеоперационном периоде [14].

При изучении патогенеза ВПХЦР исследуются 
механизмы, связанные с генетическими нарушениями. 
В работах ряда авторов изучалось влияние хромосом-
ных аберраций (дупликации, делеции, амплификации), 
генетических и эпигенетических нарушений в генах-
супрессорах и онкогенах. При исследовании образцов 
опухолевой ткани 98 пациентов с ВПХЦР выявлены 
хромосомные делеции 1р, 4q, 8р, 9р, 17р и 18q и дупли-
кации на 5р, 7р, 8q, 17q и 20q [8, 15]. Немаловажную 
роль в холангиоканцерогенезе играет нарушение ре-
гуляции клеточного цикла и апоптоза: по данным ис-
следования опухолевой ДНК у 229 пациентов с ХЦР, 
мутации TP53 встречались в 21 % случаев [8, 16].

Частота встречаемости мутаций KRAS выше для 
дистальных форм ХЦР, чем для ВПХЦР (40 и 9–24 % 
соответственно). Тем не менее это одно из самых рас-
пространенных генетических нарушений при ВПХЦР 
[17].

Доказана ассоциация соматических мутаций в ге-
нах, кодирующих изоцитратдегидрогеназы 1 и 2 (IDH1 
и IDH2) с развитием ХЦР. Мутации IDH встречаются 
в 28 % случаев ВПХЦР. Нарушения этих генов ассо-
циированы с повышением количества мутаций в гене 
ТР53 и гиперметилированием ДНК [8, 18]. Ингибито-
ры IDH изучаются в целях таргетной терапии ХЦР. 
При выявлении мутации гена IDH у пациентов после 
проведенного хирургического лечения 3-летняя выжи-
ваемость достоверно ниже (33 % против 81 %). Кроме 
этого, мутации IDH чаще выявляются у пациентов 
с ВПХЦР по сравнению с внепеченочными ХЦР 
(28  и 7 % соответственно) [19].

Эпигенетические нарушения при внутрипеченочном 
холангиоцеллюлярном раке
В последнее время в работах зарубежных авторов 

большое внимание уделяется эпигенетическим нару-
шениям при ВПХЦР, в частности гиперметилированию 
ДНК и модификациям гистонов, которые участвуют 
в регуляции экспрессии генов. Следует отметить, что 
гиперметилирование ДНК может быть индуцировано 
хроническим воспалительным процессом [20].

Снижение экспрессии генов-супрессоров при ги-
перметилировании ДНК ассоциировано с повышени-
ем нестабильности ДНК. Гиперметилирование ДНК, 
наблюдаемое при ВПХЦР, приводит к снижению 
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экспрессии генов-супрессоров: CDKN2 (83 % случаев 
ХЦР), SOCS3 (62 %), RASSF1A (69 %) и APC (47 %) [16]. 
В работе T. Nakaoka и соавт. сообщается, что при ги-
перметилировании происходит подавление экспрессии 
генов MHL1, p14, DARK (death-associated protein kinase). 
Указанные изменения ассоциированы с ХЦР. К генам, 
наиболее часто подвергающимся метилированию при 
ВПХЦР, относятся CCDN2, CDY13, GRIN2B, RUNX3, 
TWIST1. В работах вышеуказанных авторов также со-
общается об эффективности эпигенетической терапии 
препаратами, ингибирующими метилирование ДНК, 
у пациентов с ХЦР [21].

В нескольких исследованиях показано, что гипер-
метилирование ДНК в промоторной области гена MLH1, 
участвующего в процессах репарации ДНК, связано 
с неблагоприятным прогнозом пациентов с холангио-
карциномой [22].

X. F. Liu и соавт. продемонстрировали, что подав-
ление транскрипции гена DAPK путем гиперметили-
рования ДНК приводит к снижению активности апо-
птоза [23].

Эпигенетические изменения, такие как метилиро-
вание ДНК, регулируют не только белоккодирующие 
гены, но также кодирующие микроРНК [20]. Последние 
могут взаимодействовать с матричной РНК различных 
генов-мишеней как онкогенов, так и супрессоров опу-
холевого роста, и участвовать в транскрипционной 
и посттранскипционной регуляции экспрессии этих 
генов путем РНК-интерференции. В работах разных 
авторов показано, что экспрессия miR-370 инактиви-
руется ДНК-метилированием в клетках холангиокар-
циномы [24, 25]. МикроРНК играют важную роль 
в клеточной пролиферации, апоптозе и дифференци-
ровке клеток.

Эпигенетические лекарственные препараты, такие 
как ингибиторы метилирования ДНК и ингибиторы 
гистондеацетилазы (HDAC), являются перспективны-
ми для лечения ХЦР. В нескольких исследованиях из-
учалась эффективность ингибиторов ДНК-метилирова-
ния. Зебуларин обладает противоопухолевым действием 
при холангиокарциноме благодаря ингибированию 
ДНК-метилтрансфераз [26]. Главный недостаток таких 
препаратов – неспецифичность их действия, поэтому 
продолжается поиск препаратов, которые бы более 
избирательно метилировали CpG-островки в промо-
торах генов-супрессоров. Ожидается, что такие пре-
параты позволят уменьшить побочные эффекты эпи-
генетической терапии ХЦР [27].

В процессе холангиоканцерогенеза немаловажную 
роль играют строма и опухолевое микроокружение. 
ВПХЦР характеризуется повышенным содержанием 
в стромальной ткани опухолеассоциированных фибро-
бластов, способствующих прогрессированию опухо-
левого процесса [28].

Детальные механизмы взаимодействия опухоли 
и стромы до конца не изучены. С учетом влияния 
стромы на прогрессирование ХЦР важное значение 

имеет перспектива поиска таргетного воздействия на 
опухолеассоциированные фибробласты.

Молекулярное профилирование опухолей  
желчных путей и таргетная терапия
С учетом ограниченной эффективности традици-

онной химиотерапии в отношении нерезектабельных 
форм ВПХЦР интерес представляет поиск новых ме-
тодов лечения. В свою очередь, использование методов 
высокопроизводительного секвенирования нового 
поколения позволяет расширить представления о па-
тогенезе ВПХЦР и определить ключевые молекуляр-
ные мишени для таргетной терапии [2].

Основанное на новых данных о холангиоканцеро-
генезе молекулярное профилирование опухолей желч-
ных протоков может быть наиболее целесообразным 
для подбора лечения в случаях, рефрактерных к стан-
дартной терапии.

EGFR-ингибиторы. Рецепторы EGFR (EGFR; ErbB-1; 
HER1) входят в группу семейства тирозинкиназ. Ак-
тивируясь в результате точечной мутации, EGFR запу-
скает каскад нескольких сигнальных путей (в частнос-
ти, RAS / RAF / MEK / ERK, PI3K / Akt / mTOR, JAK / STAT). 
Эти сигнальные пути играют важную роль в регуляции 
дифференцировки клеток, пролиферации, миграции 
и ангиогенеза. Гиперэкспрессия EGFR встречается 
у 10–32 % пациентов с внутрипеченочной холангио-
карциномой [29]. Результаты нескольких доклиничес-
ких исследований продемонстрировали, что ингиби-
рование мутантного EGFR позволяет эффективно 
подавлять рост клеток и индуцировать апоптоз клеток 
с данной мутацией [30]. Результаты клинических ис-
пытаний II фазы также продемонстрировали эффек-
тивность анти-EGFR-терапии такими препаратами, 
как цетуксимаб (моноклональные антитела к внекле-
точному домену EGFR) и эрлотиниб (ингибитор ти-
розинкиназного домена EGFR) отдельно или в соче-
тании с гемцитабином и оксалиплатином (GEMOX) 
в терапии пациентов с прогрессирующим раком желч-
ных протоков [31]. По данным J. Lee и соавт., в иссле-
довании III фазы при анализе подгруппы из 84 паци-
ентов с ХЦР добавление эрлотиниба к химиотерапии 
сопровождалось увеличением безрецидивной выжи-
ваемости (5,9 мес) [32].

Ингибиторы FGFR2. Трансмембранные рецеп-
торные тирозинкиназы семейства рецептора факто-
ра роста фибробластов (FGFR) участвуют в регуля-
ции клеточной пролиферации, дифференцировки, 
миграции и выживания клеток. FGFR2 является 
членом семейства FGFR (FGFR1–4), его геномные 
аберрации выявляются у пациентов с ВПХЦР с ча-
стотой 3–50 % [33]. Выявление роли FGFR-сигна-
лизации в патогенезе ВПХЦР открыло новые воз-
можности для таргетной терапии заболевания 
с применением FGFR-селективных и FGFR-несе-
лективных ингибиторов, а также моноклональных 
антител к FGFR2.



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
/ 

 A
D

VA
N

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

  1
, 

2
0

1
9

40 ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ ТОМ 6 / VOL. 6

В доклиническом исследовании S. Rizvi и соавт. со-
общили, что ингибирование FGFR препаратом BGJ398 
индуцировало гибель клеточных линий ВПХЦР и зна-
чительно снижало прогрессию опухоли в мышиных 
моделях и ксенографтах ВПХЦР [34]. M. J. Borad и со-
авт. использовали понатиниб, неселективный FGFR-
ингибитор, при лечении 2 пациентов с прогрессирую-
щим ВПХЦР после системной химиотерапии. У 1-го 
пациента с хромосомной перестройкой, которая при-
вела к образованию слитного белка FGFR2-MGEA5, 
лечение с помощью понатиниба способствовало сни-
жению сывороточного уровня антигена 19–9 (СА 
19–9) и индуцировало некроз опухоли. У 2-го пациен-
та с химерным геном FGFR2-TACC3 терапия понати-
нибом привела к стабилизации заболевания [35].

По данным J. C. Soria и соавт., результаты клини-
ческих исследований I фазы свидетельствуют о потенци-
альной эффективности анти-FGFR-терапии при мутаци-
ях генов FGFR1–3. Частота объективного эффективного 
ответа составила 27 %, а отсутствие прогрессирования 
заболевания было достигнуто у 60 % пациентов [36].

В настоящее время проходят исследования II фазы 
понатиниба в лечении пациентов с прогрессирующи-
ми формами холангиокарцином с выявленными гене-
тическими аберрациями FGFR.

Ингибиторы пути передачи сигналов HGF / MEТ. 
Рецептор фактора роста гепатоцитов (HGF) MET пред-
ставляет собой тирозинкиназный рецептор, гиперэкспрес-
сия которого, по данным разных авторов, определяет-
ся в 12–58 % опухолей (ВПХЦР). MET активируется 
лигандом HGF, который индуцирует MET-киназу 
и запускает ряд процессов, обеспечивающих инвазив-
ный рост опухоли [37].

Существует несколько молекулярных мишеней 
для прерывания пути HGF / MET, включая ингибиро-
вание взаимодействия между HGF и MET-рецептором, 
прямое ингибирование MET-тирозинкиназы. Разра-
ботка ингибиторов MET все еще находится на ранней 
стадии. Новый препарат LY2801653 ингибирует про-
лиферацию, миграцию и инвазию клеточных линий 
холангиокарциномы, а также подавляет рост опухолей 
ксенотрансплантата [38]. В I фазе клинических испы-
таний участвовали 73 пациента с солидными опухоля-
ми, и полученные результаты свидетельствовали о хо-
рошей переносимости и безопасности его комбинации 
с тивантинибом (c-MET ингибитор) и гемцитабином. 
В этом исследовании у 26 (46 %) пациентов продемон-
стрирована стабилизация заболевания [39].

Ингибиторы IDH. Фермент IDH участвует в цикле 
Кребса, катализирует превращение изоцитрата в α-кето-
глутарат. Мутации IDH усиливают образование 2-ги-
дроксиглутарата (2-HG) из α-кетоглутарата, что ассо-
циировано с более высоким метилированием ДНК и, 
в свою очередь, способствует клеточной пролифера-
ции, инвазии, выживанию и неоангиогенезу. Мутации 
2 генов семейства, IDH1 и IDH2, идентифицированы 
у 15–22 % пациентов с ВПХЦР. Для ВПХЦР с мута-

цией IDH1 / 2 результаты клинических исследований 
I фазы свидетельствуют о потенциальной эффективности 
анти-IDH-терапии (препараты AGI-5198 и AGI-6780). 
Частота ответа на терапию составила 6 %, а стабилизация 
заболевания – 56 %, 6-месячная выживаемость без ре-
цидива – 40 % [40].

Ингибиторы ROS1. ROS1 представляет собой ре-
цепторную тирозинкиназу, кодируемую геном ROS1. 
Транслокация гена ROS1 обнаруживается у 1–9 % па-
циентов с ВПХЦР [41]. Онкогенная роль химерных 
белков, образованных с участием ROS1, подтвержда-
ется данными исследований, демонстрирующими уси-
ление холангиоканцерогенеза на экспериментальных 
мышиных моделях. В доклинических исследованиях 
форетиниб ингибировал холангиоканцерогенез, ассо-
циированный с транслокациями FIG-ROS. Этот пре-
парат продемонстрировал клиническую эффектив-
ность при установленной резистентности к другому 
ингибитору ROS1 – кризотинибу [42].

Ингибиторы пути передачи сигналов PI3K / PTEN /  
Akt / mTOR. PI3K / Akt / mTOR – внутриклеточные сиг-
нальные пути, приводящие к активации нескольких 
тирозинкиназ, включая EGFR, HER2 и MET.

PTEN является естественным ингибитором этих 
путей. Нарушение регуляции пути PI3K способствует 
развитию опухоли, пролиферации и выживаемости 
клеток, повышению инвазивности опухоли и неоан-
гиогенеза. Активация этого сигнального пути также 
может играть ключевую роль в патогенезе ВПХЦР [43]. 
F. Ewald и соавт. сообщают об эффективности ингиби-
тора mTOR (RAD001) в подавлении пролиферации 
клеточных линий ХЦР [44]. В этом исследовании инги-
бирование Akt препаратом MK-2206 дополнительно 
усиливало эффект ингибирования mTOR как in vitro, 
так и в экспериментальных моделях на животных. Кроме 
этого, синергическая противоопухолевая активность 
двойного ингибирования путей PI3K / mTOR и HSP90, 
а также путей PI3K / Akt / mTOR и RAF / MEK / ERK 
 доказана в доклинических исследованиях для ХЦР. 
В I фазе клинического исследования B. A. Costello и со-
авт. продемонстрировали эффективность эверолимуса 
(ингибитора mTOR) в сочетании с гемцитабином и ци-
сплатином для пациентов с ХЦР, устойчивым к химио-
терапии [45].

Ингибиторы RAS / RAF / MEK / ERK. Cигнальный 
путь RAS / RAF / MEK / ERK, также известный как путь 
MAPK / ERK, играет важную роль в регуляции диф-
ференцировки, миграции и инвазии клеток. Каскад 
MAPK / ERK часто активирован при ХЦР, что может 
быть использовано в таргетной терапии. К сожалению, 
попытки прямого ингибирования мутантного RAS по-
ка не дали значимых результатов, поэтому в последнее 
время усилия сосредоточены на непрямых способах 
блокирования активности RAS и регулируемых им 
компонентов данного сигнального каскада [46].

JAK / STAT-ингибиторы. Роль нарушения сигналь-
ного пути IL-6 / JAK / STAT в патогенезе ВПХЦР 
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доказана. Взаимодействие IL-6 с рецепторами gp130 
индуцирует фосфорилирование связанных с gp130 
JAK-киназ (JAK1, JAK2 и TYK2) с последующей ак-
тивацией STAT3 и экспрессией MCL1. Активация сиг-
нального пути JAK / STAT выявлена в 50 % случаев 
ВПХЦР. Следовательно, компоненты IL-6 / JAK / STAT-
пути могут рассматриваться в качестве мишеней для 
молекулярно направленной терапии. Однако возмож-
ность применения антител к IL-6 в терапии ВПХЦР 
нуждается в дальнейшем изучении [47].

Результаты данных исследований демонстрируют 
потенциал индивидуализированного подхода к терапии 
злокачественных опухолей на основе данных молеку-
лярного профилирования опухолевой ткани. 

Влияние данных о молекулярно-биологических 
особенностях внутрипеченочного 
холангиоцеллюлярного рака на современный подход 
к стадированию заболевания
В 2017 г. Американский объединенный комитет 

по изучению рака (AJCC) пересмотрел существующую 
систему классификации TNM и была издана ее 8-я ре-
дакция. В новом издании классификации перидукталь-
ная инвазия исключена как прогностический фактор, 
в то же время новым параметром стадирования явля-
ется размер опухоли (>5 см или <5 см) [48].

При стадировании заболевания, кроме клинико-
анатомических характеристик, учитываются также 
данные об особенностях ВПХЦР, полученные на ос-
нове генетического профилирования и молекулярно-
биологических исследований. В частности, учитыва-
ется наличие в опухоли мутации FGFR2.

Заключение
Внутрипеченочный холангиоцеллюлярный рак – 

крайне агрессивная злокачественная опухоль, ее лечение 
должно быть комплексным с учетом молекулярно-био-
логических особенностей. Исходя из этого перспек-
тивным является молекулярно-генетическое исследова-
ние опухоли (высокопроизводительное секвенирование 
(NGS), флуоресцентная гибридизация in situ) в целях 
выявления различных генетических мутаций. Резуль-
таты этих исследований должны быть учтены при ди-
агностике, стадировании и составлении схемы лечения 
пациентов с ВПХЦР. Эти исследования позволят вы-
явить возможные мишени (специфические мутации) 
для персонализированной таргетной терапии. В насто-
ящее время потенциальные мишени для таргетной 
терапии включают рецептор MET тирозинкиназы, 
сигнальный путь PI3K / Akt / mTOR и мутации IDH.

Особый интерес представляют поиски новых ме-
тодов ранней диагностики ВПХЦР, эффективного 
сочетания хирургии и химиотерапии. Таким образом, 
с учетом существующих в настоящее время неудовлет-
ворительных результатов хирургического лечения 
ВПХЦР актуальным остается проведение исследова-
ний по поиску новых эффективных биомаркеров ран-
ней диагностики (скрининга) заболевания, а также 
молекулярно-генетических маркеров эффективности 
хирургического лечения ВПХЦР и новых эффективных 
таргетных препаратов. Проблему лечения резектабель-
ного ВПХЦР следует решать сочетанием хирургиче-
ского лечения и таргетной терапии, основанной на ре-
зультатах молекулярно-генетического профилирования 
опухоли.
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Связь молекулярных маркеров с эффективностью 
и временем ответа на андрогендепривационную терапию 

у больных раком предстательной железы

Л. В. Спирина1, 2, А. К. Горбунов1, И. В. Кондакова1, Е. А. Усынин1, Е. М. Слонимская1, 2

1НИИ онкологии ФГБНУ «Томский национальный исследовательский медицинский центр РАН»;  
Россия, 634009 Томск, Кооперативный переулок, 5; 

2ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Минздрава России; Россия, 634050 Томск,  
Московский тракт, 2

Контакты: Людмила Викторовна Спирина spirinalvl@mail.ru

Ожидаемый эффект от андрогендепривационной терапии является одним из важных критериев при выборе тактики лечения 
пациентов с раком предстательной железы. Не менее значимый фактор – время его реализации. В исследовании показано, что вы-
сокая экспрессия в ткани опухоли андрогеновых рецепторов (AR) на фоне низкой экспрессии эстрогеновых рецепторов α (ERα) 
характерна для пациентов, у которых эффект от проводимой андрогендепривационной терапии отмечался в течение 12 мес. 
Выявлена совокупность параметров, позволяющих спрогнозировать продолжительность ответа на андрогендепривационную 
терапию у больных раком предстательной железы, к которым относят возраст пациента, уровни тестостерона, простатиче-
ского специфического антигена, уровень экспрессии AR, ERα в опухоли. Эти данные позволяют рассматривать эти факторы 
в качестве дополнительных информативных маркеров для прогнозирования не только ожидаемого эффекта, но и его продолжи-
тельности.

Ключевые слова: рак предстательной железы, AR, ER, тестостерон, простатический специфический антиген, андрогендепри-
вационная терапия

Для цитирования: Спирина Л. В., Горбунов А. К., Кондакова И. В. и др. Связь молекулярных маркеров с эффективностью и време-
нем ответа на андрогендепривационную терапию у больных раком предстательной железы. Успехи молекулярной онкологии 
2019;6(1):44–8.
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Association between the molecular markers, effect and time of response to the androgen-deprivation therapy 
in patients with prostate cancer

L. V. Spirina1, 2, A. K. Gorbunov1, I. V. Kondakova1, E. A. Usynin1, E. M. Slonimskaya1, 2

1Cancer Research Institute, Tomsk National Research Medical Center of the Russian Academy of Sciences;  
5 Kooperativny Pereulok, Tomsk 634050, Russia; 

2Siberian State Medical University, Ministry of Health of Russia; 2 Moskovskiy Trakt, Tomsk 634050, Russia

The expected effect of androgen-deprivation therapy is one of the important criteria when choosing therapy in patients with prostate cancer. 
No less significant factor is the time of its implementation. The study showed that high expression of androgen receptors (AR) in the tumor 
tissue against the background of low estrogen receptor α (ERα) expression is characteristic of patients in whom the effect of androgen-deprivation 
therapy was observed for 12 months. A set of parameters has been identified that makes it possible to predict the duration of response to 
androgen-deprivation therapy in patients with prostate cancer, which include the patient’s age, testosterone level, prostate specific antigen, 
expression level of AR, ERα. These data allow us to consider these parameters as additional informative markers, to predict not only the 
expected effect, but also its duration.

Key words: prostate cancer, AR, ER, testosterone, prostate specific antigen, androgen-deprivation therapy

For citation: Spirina L. V., Gorbunov A. K., Kondakova I. V. et al. Association between the molecular markers, effect and time of response 
to the androgen-deprivation therapy in patients with prostate cancer. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 
2019;6(1):44–8.

Введение
Рак предстательной железы (РПЖ) – одна из ак-

туальных проблем современной онкологии. Это обу-
словлено высокими показателями прироста заболева-
емости и отсутствием персонифицированных подходов 

к лечению, а соответственно, его недостаточной эф-
фективностью. Согласно современным рекомендаци-
ям андрогендепривационная терапия (АДТ) является 
стандартом в лечении пациентов с местно-распростра-
ненным и метастатическим РПЖ. Ответ опухоли 
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на проводимую терапию регистрируется более чем 
у 90 % пациентов. Однако длительность ответа состав-
ляет в среднем 12–36 мес, в дальнейшем проиcходят 
прогрессирование опухолевого процесса и развитие 
кастрационно-резистентной формы заболевания [1, 2].

На сегодняшний день РПЖ представляет собой 
гетерогенную группу опухолей, развитие которых мо-
жет характеризоваться активацией как андрогензави-
симых, так и андрогеннезависимых путей. Андроген-
зависимый путь для данной патологии реализуется 
посредством активации андрогеновых рецепторов (AR) 
[3, 4] дегидротестостероном, образующийся комплекс 
транслоцируется в ядро и взаимодействует с ключевы-
ми транскрипционными факторами и ДНК. При ан-
дрогеннезависимом РПЖ в развитии основного про-
цесса в большей мере принимают участие ростовые 
и транскрипционные факторы [5].

В ацинарных структурах нормальной ткани пред-
стательной железы определяется, как правило, высокое 
содержание AR и низкий уровень эстрогеновых рецеп-
торов (ER). При развитии опухолевого процесса отме-
чается значимое увеличение экспрессии ER вместе 
с AR. Показано, что в процессах перехода простатиче-
ской интраэпителиальной неоплазии в рак важную 
роль играют ERα и ERβ [6]. В настоящее время суще-
ствует представление о наличии соотношения и взаи-
мосвязей между AR и ER, что в значительной мере 
определяет развитие и прогрессирование РПЖ [7]. 
Считается, что ERα способны активировать пролифера-
цию опухолевых клеток при наличии мутации фосфатазы 
PTEN [8], стимулируя сигнальные пути AKT / m-TOR, 
MAPK. ERβ чаще рассматривается в качестве онкосу-
прессора [9, 10]. Можно полагать, что эти молекуляр-
ные характеристики опухоли в значительной мере 
определяют не только ее биологическое поведение, 
но и ответ на терапию, а также исход заболевания [11].

В настоящее время рассматривается ряд биологи-
ческих показателей, связанных с рецепторным стату-
сом опухоли, на основании которых возможно было бы 
прогнозировать не только ожидаемый эффект АДТ, 
но и его продолжительность. Однако они практически 
не используются в клинической практике [6]. Имеют-
ся единичные данные о связи особенностей метабо-
лизма тестостерона с риском прогрессии опухоли [12], 
которые не позволяют оценить продолжительность 
реализации эффекта терапии.

Цель исследования – изучение роли молекулярных 
маркеров в прогнозировании ожидаемой продолжи-
тельности эффекта от АДТ у пациентов с местно-рас-
пространенным и диссеминированным РПЖ.

Материалы и методы
В исследование включены 48 больных местно-рас-

пространенным и метастатическим РПЖ, которые 
были разделены на 2 группы в зависимости от длитель-
ности проведения АДТ (бикалутамид 50 мг, бусерелин 
3,6 мг). Эффект терапии, реализующийся в сроки до 

12 мес от ее начала, был отмечен у 23 пациентов 
(1-я группа) и более 12 мес – у 25 больных (2-я группа). 
Стандартное обследование пациентов включало про-
ведение биопсии для верификации диагноза, опре-
деление уровней простатического специфического 
антигена (ПСА) и тестостерона в сыворотке крови, 
остеосцинтиграфию. В дальнейшем всем пациентам, 
согласно рекомендациям, выполнялась терапия анти-
андрогенами (гозелерин 4 мг) и аналогами лютеини-
зирующего рилизинг-гормона, пациентам с метастати-
ческим поражением костных структур дополнительно 
проводилась терапия бисфосфонатами. Лечение рас-
ценивали как эффективное при достижении кастра-
ционных значений тестостерона крови (до 0,2 нмоль / л) 
и снижении уровня ПСА.

Объемы диагностики и лечения больных соответ-
ствовали рекомендуемым алгоритмам, утвержденным 
Министерством здравоохранения и социального раз-
вития России. Проведение данной работы одобрено 
этическим комитетом НИИ онкологии Томского 
НИМЦ. Все пациенты подписали информированное 
согласие на участие в исследовании (протокол № 1 
от 20.02.2017).

Материалом для исследования явились образцы 
опухолевой ткани, полученные при проведении диаг-
ностической биопсии. Нормальная ткань предстатель-
ной железы для изучения экспрессии молекулярных 
показателей (группа контроля) была получена при вы-
полнении радикальной цистэктомии у пациентов, 
не имеющих опухолевых поражений предстательной 
железы и не включенных в исследование.

Выделение мРНК образцов тканей. Ткани поме-
щали в раствор RNAlater (Ambion, США) и сохраняли 
при температуре –80 °С (после 24-часовой инкубации 
при температуре +4 °С). РНК выделяли с помощью 
набора RNeasyminiKit, содержащего ДНКазу I (Qiagen, 
Германия). Для оценки количества выделенной РНК 
на спектрофотометре NanoDrop-2000 (ThermoScientific, 
США) оценивали концентрацию и чистоту выделения 
РНК. Концентрация РНК составила 80–250 нг / мкл 
(А260 / А280 = 1,95–2,05; А260 / А230 = 1,90–2,31). Це-
лостность РНК оценивали с помощью капиллярного 
электрофореза на приборе TapeStation (AgilentTechno-
logies, США) и набора R6K ScreenTape (AgilentTechno-
logies, США). RIN составил 5,6–7,8.

Исследование экспрессии молекулярных показа-
телей. Уровень экспрессии генов оценивали с помо-
щью количественной обратно-транскриптазной по-
лимеразной цепной реакции в режиме реального 
времени (RT-qPCR) с использованием красителя SYBR 
Green на амплификаторе iCycler (Bio-Rad, США). Для 
получения комплементарной ДНК на матрице РНК 
проводили реакцию обратной транскрипции с помо-
щью набора OTm-MuLV-RH (БиоЛабмикс, Россия) 
со случайными гексануклеотидными праймерами в со-
ответствии с инструкцией производителя. Полимераз-
ную цепную реакцию ставили в 3 репликах в объеме 
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25 мкл, содержащем 12,5 мкл БиоМастер HS-qPCR 
SYBR Blue (БиоЛабмикс, Россия), 300 нM прямого 
и обратного праймеров и 50 нг кДНК. Двухшаговая 
программа амплификации включала: 1 цикл – 94 °С, 
10 мин, – предварительная денатурация; 40 циклов – 
1-й шаг 94 °С, 10 с, и 2-й шаг 60 °С, 20 с. Праймеры 
были подобраны с использованием программы VectorNTI 
Advance 11.5 и базы данных NCBI (http://www. ncbi.nlm. 
nih.gov / nuccore) (табл. 1). В качестве референсного 
гена использовали ген «домашнего хозяйства» фермен-
та GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), 
и уровень экспрессии каждого целевого гена норма-
лизовали по отношению к экспрессии GAPDH. Ко-
личественный анализ экспрессии проводили по 2ΔΔСT 
по отношению к конститутивно-экспрессируемому 
референсному гену фермента GAPDH. Результаты вы-
ражали в условных единицах (усл. ед.).

Таблица 1. Последовательность праймеров проб исследованных генов

Table 1. Primer sequences for the studied genes

Ген 
Gene

Ампликон 
Amplicon

Последовательность 
Sequence

AR
NM_000044

190 п.н.
190 bs

F 5’-GAGGGACAGCAG
GCAGA-3’

R 5’-GCTATCAGAACA
CACACACACACT-3’

ESR1
NM_000125

386 п.н.
386 bs

F 5’-TCCTGATGATTG
GTCTCGTCT-3’

R 5’-GATGTGGGAGAG
GATGAGGA-3’

GAPDH
NM_001256799.2

138 п.н.
138 bs

F 5’-GGAAGTCAG
GTGGAGCGA-3’

R 5’-GCAACAATATCCA
CTTTACCAGA-3’

Примечание. NM – номер последовательности РНК 
в NCBI Nucleotide Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov /
 nuccore); п.н. – пары нуклеотидов; F – прямой праймер; 
R – обратный праймер. 
Note. NM – the number of a RNA sequence in the NCBI Nucleotide 
Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov / nuccore); bs – base pairs;  
F – forward primer; R – reverse primer.

Статистическую обработку результатов осуществ-
ляли с помощью пакета программ Statistica 8.0. Про-
верку предположения о нормальности распределения 
признаков выполняли с применением критерия Кол-
могорова–Смирнова. Значимость различий оценива-
ли по критерию Манна–Уитни. Различия считали 
значимыми при р <0,05. Данные представлены как Me 
(Q1; Q3). При построении статистической модели был 
использован дискриминантный анализ.

Результаты
В результате проведенного исследования отмечено, 

что пациенты в группах различались по возрасту, уров-
ню тестостерона и содержанию ПСА (табл. 2).

Таблица 2. Клинико-морфологические характеристики пациентов 
с раком предстательной железы в зависимости от продолжительно-
сти эффекта андрогендепривационной терапии

Table 2. Clinical and morphological characteristics of patients with 
prostate cancer depending on the duration of effect of androgen deprivation 
therapy

Показатель 
Characteristic

Эффект андро-
гендепривацион-

ной терапии 
до 1 года, 

Me (Q1; Q3) 
Effect of androgen 
deprivation therapy 
under 1 year, Me 

(Q1; Q3) 

Эффект андро-
гендепривацион-

ной терапии 
более 1 года, 
Me (Q1; Q3) 

Effect of androgen 
deprivation therapy 

over 1 year,  
Me (Q1; Q3) 

Возраст, лет 
Age, years

53,0 (41,0; 65,0) 67,5 (63,0; 72,0)*

Сумма баллов 
по шкале Глисона 
Gleason score

7,5 (6,0;9,5) 7,0 (7,0; 8,0) 

Уровень тестосте-
рона, нмоль / л 
Testosterone level, 
nmol / l

5,7 (4,6; 6,8) 2,72 (0,71;2,97)*

Уровень 
 простатического 
специфического 
антигена, нг / мл 
Prostate-specific 
antigen level, ng / ml

34,9 (29,8; 40,0) 47,3 (44,3; 132,0)*

*Значимость различий, p <0,05. 
*Significance of difference, p <0.05.

Так, больные с ответом на АДТ <12 мес и ранним 
рецидивированием были в 1,3 раза моложе, имели бо-
лее высокий исходный уровень тестостерона (в 2 раза) 
и более низкий уровень ПСА (в 1,35 раза) по сравне-
нию с пациентами, у которых наблюдался длительный 
ответ (>12 мес) на проводимую терапию.

При изучении молекулярных характеристик опу-
холи у пациентов с ранним прогрессированием забо-
левания выявлены исходно повышенная экспрессия 
AR (>64,0 усл. ед.) и сниженная экспрессия ERα 
(<3,6 усл. ед.) (табл. 3) по сравнению с больными, у ко-
торых продолжительность АДТ превышала 12 мес. 
В данной группе пациентов наблюдалось одновремен-
ное возрастание уровня мРНК и ERα, и AR.

Проведенный анализ позволил выявить наиболее 
значимые прогностические показатели в отношении 
времени реализации ожидаемого эффекта АДТ: возраст 
пациента, уровни тестостерона и ПСА, экспрессии AR 
и ERα в ткани опухоли (табл. 4). На основании полу-
ченных данных были рассчитаны дискриминантные 
функции Y1, Y2 по следующим уравнениям:

Y1 = –33,37 + 1,0Х1 + 0,01Х2 + 0,01Х3 + 1,08Х4 – 
0,0004Х5 (ранняя (в сроки <12 мес от начала 
 проведения терапии) резистентность к АДТ);
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Y2 = –59,27 + 1,75Х1 + 0,03Х2 + 0,23Х3 – 
4,02Х4 + 0,007Х5 (отсроченная (в сроки >12 мес 
от начала проведения терапии) резистентность 

к АДТ и прогрессирование РПЖ),

где Х1 – возраст пациента, лет; Х2 – экспрессия AR 
в опухоли, усл. ед.; Х3 – экспрессия ERα в опухоли, 
усл. ед.; Х4 – содержание тестостерона в сыворотке 
крови, нмоль / л; Х5 – содержание ПСА в сыворотке 
крови, нг / мл.

При Y1>Y2 следует ожидать раннего прогрессиро-
вания заболевания на фоне АДТ в сроки <12 мес от на-
чала проведения терапии, а при Y1<Y2 – отсроченное – 
в сроки >12 мес от начала проведения терапии.

Чувствительность и специфичность полученной 
дискриминантной модели составила соответственно 
99,5 и 91,7 %, диагностическая точность – 95,6 %.

Обсуждение
Высокие уровни ПСА и тестостерона – стандарт-

ные признаки, определяющие показания для прове-
дения АДТ у больных РПЖ [13, 14]. При этом в кли-
нической практике бывает очень сложно предполагать 
продолжительность эффекта от проводимой терапии. 
В литературе, как правило, обсуждается прогностиче-
ская значимость отдельных клинических и молекуляр-
ных параметров. Так, в качестве неблагоприятного 
признака, ассоциированного с развитием ранней ре-

зистентности, рассматривается молодой возраст боль-
ных [15]. Также признаком прогрессирования заболе-
вания является высокое содержание AR в опухоли 
в отличие от ERβ, высокий уровень которого, напро-
тив, может свидетельствовать о благоприятном исходе 
опухолевого процесса [6, 7]. Поэтому оправданно ис-
пользование комплексного подхода в оценке ожидае-
мой продолжительности эффекта АДТ, позволяющего 
учитывать наиболее значимые клинические, морфо-
логические и молекулярные параметры и тем самым 
повысить точность прогноза.

Заключение
Таким образом, определена совокупность инфор-

мативных параметров, анализ которых позволяет про-
гнозировать продолжительность ожидаемого ответа 
на АДТ у больных РПЖ. Эти данные необходимо учи-
тывать при планировании адекватной тактики лечения, 
сроков ее проведения и динамического наблюдения 
у больных местно-распространенным и метастатичес-
ким РПЖ.

Таблица 3. Экспрессии андрогеновых рецепторов (AR), эстрогеновых 
рецепторов α (ERα), эстрогеновых рецепторов β (ERβ) у пациентов 
с раком предстательной железы в зависимости от продолжительно-
сти эффекта андрогендепривационной терапии

Table 3. Expression of androgen receptors (AR), estrogen receptors 
α (ERα), estrogen receptors β (ERβ) in patients with prostate cancer 
depending on the duration of effect of androgen deprivation therapy

Показа-
тель 

Charac-
teristic

Эффект андрогенде-
привационной терапии 

до 1 года, 
Me (Q1; Q3) 

Effect of androgen 
deprivation therapy under 

1 year, Me (Q1; Q3) 

Эффект андрогенде-
привационной терапии 

более 1 года, 
Me (Q1; Q3) 

Effect of androgen 
deprivation therapy over 1 

year, Me (Q1; Q3) 

AR 128 (96,0; 122,0) 64,0 (32,0; 128,0)*

ERα 1,5 (0,75; 5,0) 3,6 (2,0; 256,0)*

ERβ 2,0 (0; 4,0) 0,1 (0,02; 4,0)

*Значимость различий, p <0,05. 
*Significance of difference, p < 0.05.

Таблица 4. Показатели, включенные в дискриминантную модель 
прогнозирования ожидаемой продолжительности эффективности 
андрогендепривационной терапии у больных раком предстательной 
железы

Table 4. Characteristics included in a discriminatory model of prognosis 
of expected duration of effectiveness of androgen deprivation therapy in 
patients with prostate cancer

Показатель 
Characteristic

Wilks 
Lambda Toler. p

Возраст пациента 
Patient age

0,315367 0,694706 0

Экспрессия андро-
геновых рецепторов 
Androgen receptor 
expression

0,176739 0,751103 0,002160

Экспрессия эстроге-
новых рецепторов α 
Estrogen receptor α 
expression

0,169194 0,822430 0,010485

Содержание 
тестостерона 
Testosterone level

0,501745 0,202200 0

Уровень простати-
ческого специфиче-
ского антигена 
Prostate-specific antigen 
level

0,448715 0,187039 0
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Роль АВС-транспортеров  
в формировании лекарственной устойчивости 

к бортезомибу при множественной миеломе

Л. А. Лалетина, Н. И. Моисеева, Д. А. Климова, А. А. Ставровская
НИИ канцерогенеза ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина»  

Минздрава России; Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Лидия Александровна Лалетина panlidia@gmail.com

Цель исследования – изучение роли АВС-транспортеров и фактора транскрипции белка YB-1 в формировании лекарственной 
устойчивости к ингибитору протеасом бортезомибу при множественной миеломе.
Материалы и методы. В качестве моделей использовали культуры RPMI8226 и NCI-H929 и их резистентные к бортезомибу 
сублинии.
Результаты. Два основных белка АВС-транспортера – Р-гликопротеин и MRP1 не участвуют в возникновении устойчивости 
к бортезомибу, более того, данный препарат способствует снижению их экспрессии. Экспрессия гена MVP повышалась только 
в устойчивом варианте RPMI8226 / btz-6, но не в Н929 / btz-6. Также только в RPMI8226 / btz-6 локализация белка YB-1, который 
является фактором транскрипции для генов MDR1, MRP1 и MVP, изменялась – становилась диффузной в 20 % клеток по срав-
нению с 7 % клеток в родительской линии RPMI8226. Единственный АВС-транспортер, экспрессия которого увеличивалась 
и в сублинии RPMI8226 / btz-6, и в сублинии Н929 / btz-6, был ген BCRP. Также для этих же сублиний была показана перекрестная 
устойчивость к доксорубицину.
Заключение. Таким образом, активация АВС-транспортеров не является ключевым механизмом формирования лекарственной 
устойчивости к бортезомибу. Некоторую роль может играть белок MVP, а повышение экспрессии BCRP объясняет возникнове-
ние устойчивости к доксорубицину, но не к бортезомибу, так как последний не является субстратом BCRP.

Ключевые слова: бортезомиб, множественная миелома, множественная лекарственная устойчивость, АВС-транспортер, YB-1, 
Р-гликопротеин, MRP1, BCRP, MVP
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The role of АВС transporters in drug resistance to bortezomib in multiple myeloma

L. A. Laletina, N. I. Moiseeva, D. A. Klimova, A. A. Stavrovskaya

Research Institute of Carcinogenesis, N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 
24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

Background. In our work, we investigated the role of ABC transporters and the transcription factor YB-1 protein in the formation of drug 
resistance to the proteasome inhibitor bortezomib in multiple myeloma.
Materials and methods. We used the RPMI8226 and NCI-H929 cultures and their bortezomib-resistant sublines as models.
Results. Two major ABC transporter proteins, P-glycoprotein and MRP1, are not involved in the emergence of resistance to bortezomib, 
moreover, bortezomib contributed to decrease of these genes expression. Expression of the MVP gene was increased only in the resistant 
RPMI8226 / btz-6 variant, but not in H929 / btz-6. The localization of the YB-1 protein, a transcription factor for the MDR1, MRP1 and 
MVP genes, changed only in RPMI8226 / btz-6 cells, as well, it became diffuse in 20 % of the cells as compared to 7 % of the cells in the 
RPMI8226 parent line. The only ABC transporter gene, activated in both RPMI8226 / btz-6 and H929 / btz-6 sublines, was BCRP. Сross-
resistance to doxorubicin is also shown for these sublines.
Conclusion. Thus, the activation of ABC transporters is not a key mechanism for the formation of bortezomib drug resistance. MVP protein 
may play certain role, and an increase in the BCRP expression explains the emergence of resistance to doxorubicin, but not to bortezomib, 
since the latter is not a substrate of BCRP.

Key words: bortezomib, multiple myeloma, multidrug resistance, ABC- transporter, YB-1, P-glycoprotein, MRP1, BCRP, MVP
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Введение
Множественная миелома (ММ) – злокачественное 

новообразование, происходящее из терминально диф-
ференцированных В-лимфоцитов – плазматических 
клеток с иммунофенотипом CD38+ / CD138+, продуци-
рующих моноклональный иммуноглобулин. ММ состав-
ляет приблизительно 1 % среди всех злокачественных 
опухолей и 13 % среди гемопоэтических опухолей [1].

Бортезомиб – ингибитор активности протеасом 
(PS-341, Velcade) – сейчас входит в 1-ю линию химио-
терапии ММ [2]. Однако с течением времени к нему раз-
вивается лекарственная устойчивость, механизмы фор-
мирования которой пока мало изучены.

Один из основных видов лекарственной устойчи-
вости – множественная лекарственная устойчивость 
(МЛУ) – система защиты клеток одновременно от мно-
гих лекарств, различающихся по химической структуре 
и механизму действия на клетку [3]. Среди различных 
механизмов МЛУ опухолей наиболее охарактеризован-
ным является повышенная активность белка семейства 
АВС (АTP binding cassette) Р-гликопротеина (Pgp), ко-
дируемого геном MDR1 (АВСВ1). Белок Pgp, используя 
энергию аденозинтрифосфата, транспортирует группы 
различающихся по структуре веществ из цитозоля 
во внеклеточное пространство. В семейство АВС-тран-
спортеров входит несколько других мембранных бел-
ков, имеющих отношение к МЛУ, таких как белки 
семейства MRP (семейство ABCC), белок BCRP (ABCG2) 
и др. [4].

Белок YB-1 является ДНК / РНК-связывающим 
белком с различными функциями [5]. Белок YB-1 ча-
ще находится в цитоплазме клеток в комплексе с РНК, 
регулируя трансляцию, однако при фосфорилировании 
Akt-киназой может перемещаться в ядра клеток [6]. 
В ядре YB-1 функционирует как фактор транскрипции, 
регулируя экспрессию генов, содержащих в промото-
ре Y-бокс, в том числе генов МЛУ MDR1 и MRP1 [7] 
и гена MVP (LRP) [8].

Влияние бортезомиба на экспрессию генов и бел-
ков, вовлеченных в МЛУ, недостаточно изучено [9]. 
В одной из наших работ мы показали, что клетки линии 
хронического миелолейкоза К562 не приобретают 
устойчивости к бортезомибу, несмотря на активацию 
Рgp, тогда как линия K562 / i-S9 с трансфецированным 
геном MDR1 приобретает устойчивость к бортезомибу, 
и в ней экспрессия Рgp увеличивается как на уровне 
матричной РНК (мРНК), так и на уровне белка [10]. 
Таким образом, роль АВС-транспортеров в формиро-
вании лекарственной устойчивости все еще остается 
областью активных исследований.

Цель исследования – оценка участия АВС-тран-
спортеров в возникновении устойчивости к бортезо-
мибу в клеточных линиях ММ.

Материалы и методы
Клеточные культуры. В работе использовали 

клетки линий ММ RPMI8226 и NCI-H929. Линия 

NCI-H929 была получена из коллекции клеточных 
культур ATCC, линия RPMI8226 – из российской 
коллекции культур клеток позвоночных Института 
цитологии РАН (Санкт-Петербург). Устойчивые 
к бортезомибу сублинии RPMI8226 / btz-6 и H929 / 
 btz-6 выведены путем длительного культивирования 
(около полугода) в среде с добавлением бортезоми-
ба (Selleckchem, США). Клетки культивировали 
в среде RPMI1640 с добавлением 10 % телячьей эм-
бриональной сыворотки (PAA, Австрия) и 50 мкг / мл 
гентамицина (Россия). Все линии клеток культи-
вировали при температуре 37 °С в атмосфере с 5 % 
СO

2
.
МТТ-тест. Клетки рассевали в 96-луночные план-

шеты по 20–25 × 103 клеток в лунку. Препараты (бор-
тезомиб, доксорубицин (Sigma-Аldrich, США) в объ-
еме 15 мкл добавляли в различных концентрациях в тот 
же день. В контрольные лунки добавляли 15 мкл бес-
сывороточной среды. Клетки культивировали в при-
сутствии химиопрепаратов в течение 48 ч. Затем в лун-
ки добавляли реагент МТТ в концентрации 5 мг / мл 
в объеме 20 мкл на лунку. Через 3 ч среду с реагентом 
удаляли и осадок растворяли в 60 мкл ДМСО. Уровень 
оптической плотности определяли с помощью спект-
рофотометра MultiScan FC (Thermo Scientific, США) 
при длине волны 492 нм.

Полимеразная цепная реакция в реальном вре-
мени (ПЦР-РВ). Тотальную РНК выделяли из кле-
ток реа гентом ExtractRNA (Евроген, Россия) по про-
токолу производителя. Качество РНК проверяли 
с помощью электрофореза в 1 % агарозном геле, 
содержащем 0,01 % бромистого этидия. Применяли 
ПЦР-РВ: для синтеза комплементарной ДНК ис-
пользовали реакционную смесь ОТ-РТ (Синтол, 
Россия). При постановке ПЦР-РВ применяли набор 
для проведения ПЦР-РВ и интеркалирующий флу-
оресцентный агент Eva Green (Синтол, Россия). Обе 
реакционные смеси готовили по протоколу произво-
дителя. Реакция ставилась в амплификаторе компании 
Bio-Rad (США). Шаги амплификации: 95°С – 5:00 мин, 
72 °С – 00:10 мин, 60 °С – 00:30 мин, 72 °С – 00:30 мин. 
Нормализацию результатов проводили по housekeeping 
гену RPL27. Использовали следующие пары прайме-
ров: YB-1 forward CCCCAGGAAGTACCTTCGC, reverse 
AGCGTCTATAATGGTTACGGTCT; MDR1 forward GGG 
ATGGTCAGTGTTGATGGA, reverse GCTATCGTGGTG-
GCAAACAATA; MRP1 forward GTGAATCGTGGC-
ATCGACATA, reverse GCTTGGGACGGAAGGGAATC; 
MVP forward TACAT CCGGCA-GGACAATGAG, reverse 
CTGTGCAGTAGTGACGTGGG; BCRP forward TGAG 
CCTACAACTGGCTTAGA, reverse CCCTGCTTAGACAT-
CCTTTTCAG; RPL27 forward ACCGCTACCCCCG-
CAAAGTG; reverse CCCGTCG GGCCTTGCGTTTA. 
Проводили 3 независимых эксперимента. Оценку ре-
зультатов ПЦР-РВ осуществляли методом ∆∆Ct (раз-
ница циклов амплификации исследуемого гена и конт-
роль ного гена).
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Иммуноцитохимическая окраска клеток и проточ-
ная цитофлуометрия. Для определения внутриклеточной 
локализации белка YB-1 клетки растили в 12-луночном 
плато, фиксировали 4 % раствором параформальдеги-
да и нарушали целостность клеточной мембраны 0,1 % 
Triton X-100. Затем их инкубировали с кроличьими 
поликлональными антителами к YB-1 (Институт белка 
РАН, Россия) в течение 1,5 ч. После инкубации с ан-
тителами клетки трижды промывали PBS. Далее клетки 
1 ч инкубировали со вторыми антителами к иммуно-
глобулину класса G кролика, меченными AlexaFluor488 
(Invitrogen, США), в которые также добавляли агент 
Hoechst 33258 в разведении 1:1000. Агент Hoechst 33258 
способен связываться с ДНК, таким образом позволяя 
определить локализацию ядра в клетке.

Экспрессию белка Pgp (BD Pharmingen, США) 
в клетках RPMI8226 и RPMI8226 / btz-6, NCI-H929 
и H929 / btz-6 оценивали с помощью проточной ци-
тофлоуметрии на приборе BD FACS CantoII. Получа-
ли суспензию исследуемых клеток и инкубировали ее 
в течение 40 мин с напрямую меченными FITC анти-
телами, в темноте при комнатной температуре. Отмы-
вали в PBS дважды.

Вестерн-блоттинг. Клетки (2 млн) суспендиро-
вали в 150 мкл лизирующего буфера RIPA buffer x1 
(Thermo Scientific, США) в течение 20–30 мин при 
температуре +4 °С. Далее лизат центрифугировали 
на 13 400 об / мин в течение 30 мин и отбирали чистый 
супернатант (лизат), затем добавляли x1 Sample buffer 
(1 M Трис-HCl, pH 6,8, 10 % додецилсульфата натрия 
(SDS), 50 % глицерина, 10 % меркаптоэтанола и бром-
фенолового синего), помещали в водяную баню при 
тем пературе 96 °С на 10 мин. Белки разделяли в 10 % 
полиакриламидном геле в присутствии 10 % SDS и пе-
реносили на нитроцеллюлозные мембраны (Amersham, 
США), после инкубировали в 5 % БСА (бычий сыво-
роточный альбумин) в 1х TBST (Трис-буфер pH 7,5 
с 0,005 % твином) в течение 1 ч при комнатной темпе-
ратуре и постоянном покачивании. Затем мембраны 
промывали в TBST и инкубировали со специфически-
ми моноклональными мышиными антителами против 
YB-1 (Институт белка РАН, Россия) и с антителами 
против актина, меченными пероксидазой, в разведении 
1:500 в течение ночи при температуре 4 °С. Далее мем-
браны отмывали в TBST 3 раза по 10 мин и инкубиро-

вали со вторыми мышиными антителами, конъюги-
рованными с пероксидазой (Jachson ImmunoResearch, 
США), в разведении 1:1000. После этого мембрану 
отмывали 3 раза в TBST и проявляли с помощью ECL-
реагента (Thermo Fisher, США). Съемку проводили 
на приборе для люминесцентного анализа ImageQuant 
Las 4000 (США).

Статистический анализ. Опыты ставили в 2–3 по-
вторах, данные представлены как М ± SD. Статисти-
ческий анализ данных проводили с помощью непара-
метрического критерия Манна–Уитни. Статистически 
значимой разница считалась при р <0,05.

Результаты
Оценка лекарственной устойчивости исследуемых 

линий ММ. В ходе длительной культивации (20 нед) 
клеточных культур RPMI8226 и NCI-H929 с повыша-
ющимися концентрациями бортезомиба были полу-
чены устойчивые к нему сублинии RPMI8226 / btz-6 
и H929 / btz-6. На 1-м этапе оценивали уровень полу-
ченной устойчивости к бортезомибу и наличие пере-
крестной резистентности к доксорубицину (табл. 1).

Из табл. 1 видно, что для сублинии RPMI8226 / btz-
6 была достигнута двукратная устойчивость к бортезо-
мибу (p = 0,028). В то же время в RPMI8226 / btz-6 сни-
жалась чувствительность к доксорубицину в 3 раза 
(p = 0,022), а в H929 / btz-6 наблюдалась тенденция к сни-
жению чувствительности к этим препаратам (p = 0,1).

Уровень экспрессии генов МЛУ и гена YB-1 в чув-
ствительных и устойчивых клеточных линиях. На сле-
дующем этапе мы оценили изменение экспрессии 
мРНК генов АВС-транспортеров и гена YB-1 (рис. 1, 2).

Экспрессия мРНК генов MDR1 и MRP1 снижалась 
в обеих резистентных сублиниях примерно в 2,0–2,5 
раза. Так, для сублинии RPMI8226 / btz-6 мы наблюдали 
снижение экспрессии гена MDR1 в 2,4 раза (p = 0,001), 
а гена MRP1 – в 1,7 раза (p = 0,0022), для сублинии 
H929 / btz-6 наблюдалась лишь тенденция к снижению 
экспрессии этих генов в 2 раза (MDR1 p = 0,14; MRP1 
p = 0,1) Только экспрессия гена BCRP увеличивалась 
в обеих устойчивых сублиниях: в RPMI8226 / btz-6 – 
в 2,8 раза (p = 0,0006), в H929 / btz-6 – в 2,3 раза (p = 0,008).

Белок LRP / MVP не является АВС-транспортером. 
Это мажорный белок крупных рибонуклеопротеи-
новых частиц, он вовлечен в транспорт рецепторов 

Таблица 1. Оценка степени чувствительности клеточных культур к бортезомибу и доксорубицину (значения IC
50

, нМ)

Table 1. Evaluation of cell line sensitivity to bortezomib and doxorubicin (IC
50

 values, nM)

Препарат 
Drug RPMI8226 RPMI8226 /

 btz-6
Индекс устойчивости 

Resistance index NCI-H929 H929 /
 btz-6

Индекс устойчивости 
Resistance index

Бортезомиб 
Bortezomib

6,7 ± 2,6 16,0 ± 2,17 2,3 6,5 ± 0,8
12,7 ± 

1,9
2,0

Доксорубицин 
Doxorubicin

73,0 ± 5,7 285,0 ± 9,2 3,0 23,0 ± 1,0
35,0 ± 

2,0
1,5
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стероидных гормонов внутри клетки [11]. Поскольку 
известно, что этот белок может участвовать в детерми-
нации МЛУ, мы охарактеризовали выбранные нами 
клеточные линии по количеству мРНК MVP. Экспрес-
сия гена MVP не менялась в сублинии H929 / btz-6 и воз-
растала в 2,1 раза (p = 0,009) в сублинии RPMI8226 / btz-
6 по сравнению с родительской культурой.

Экспрессия гена YB-1 не менялась в устойчивых 
сублиниях по сравнению с родительскими линиями. 
Таким образом, во всех исследованных нами устойчи-
вых к бортезомибу сублиниях возрастает экспрессия 
мРНК гена BCRP.

Оценка уровня экспрессии P-гликопротеина  
в ус тойчивых сублиниях. Ген MDR1 экспрессировался 
во всех исследованных нами линиях, поэтому следу-
ющей нашей задачей стала оценка продукта этого ге-
на – белка Pgp.

Мы показали полное отсутствие экспрессии белка 
Pgp на поверхности клеток как в родительских, так 
и в устойчивых сублиниях при длительном и кратко-
срочном воздействии бортезомиба. Известно, что док-
сорубицин является не только субстратом, но и акти-
ватором экспрессии белка Рgp. Однако краткосрочная 
(72 ч) инкубация с доксорубицином также не привела 
к активации трансляции Рgp. В табл. 2 представлены 
результаты оценки количества белка Pgp на клетках 
родительских и устойчивых линий RPMI8226btz-6 
и H929 / btz-6 с помощью проточной цитофлуометрии.

Таким образом, формирование устойчивости к бор-
тезомибу не связано с активацией белка Pgp.

Оценка количества и локализации белка YB-1 
в парах родительских и устойчивых к бортезомибу 
клеток ММ. В следующей части работы мы исследо-
вали воздействие бортезомиба на количество белка YB-1 
при длительной инкубации с этим веществом в клетках 
линии RPMI8226 и сублинии RPMI8226 / btz-6. Мы по-
казали, что экспрессия белка YB-1 не меняется в устой-
чивых к бортезомибу клетках сублинии RPMI8226 / btz-6 
и остается такой же высокой, как и в клетках линии 
RPMI8226 (рис. 3).

Рис. 1. Экспрессия матричной РНК различных генов в устойчивой суб-
линии RPMI8226/btz-6 относительно родительской линии RPMI8226. 
*р <0,05; **р <0,01; ***р <0,001
Fig. 1. Expression of messenger RNA of various genes in the resistant subline 
RPMI8226/btz-6 relative to the parental RPMI8226 line. *р <0.05; **р <0.01; 
***р <0.001

Рис. 2. Экспрессия матричной РНК различных генов в устойчивой суб-
линии H929/btz-6 относительно родительской линии NCI-H929. *р <0,05; 
**р <0,01; ***р <0,001
Fig. 2. Expression of messenger RNA of various genes in the resistant subline 
H929/btz-6 relative to the parental NCI-H929 line. *р <0.05; **р <0.01; 
***р <0.001

Рис. 3. Количество белка YB-1 в родительской и устойчивой линии: 
1 – RPMI8226 и 2 – RPMI8226 / btz-6
Fig. 3. YB-1 protein amount in the parental and resistant lines: 1 – 
RPMI8226 and 2 – RPMI8226 / btz-6

Таблица 2. Экспрессия белка Pgp на поверхности клеток родительских линий и устойчивых к бортезомибу сублиний (проточная цитофлуометрия), %

Table 2. Pgp protein expression on the surface of the cells of the parental lines and sublines resistant to bortezomib (flow cytofluorometry),  %

Белок 
Protein RPMI8226 RPMI8226 /

 btz-6 NCI-H929 NCI-H929 / 
btz-6

RPMI8226 + доксорубицин 72 ч 
RPMI8226 + doxorubicin 72 hour K562 / i-S9*

Pgp (MDR1) 0 0 0 0 0 90

*Положительный контроль (клетки линии хронического миелолейкоза, гиперэкспрессирующие белок Pgp). 
*Positive control (cell line of chronic myeloid leukemia hyperexpressing Pgp protein).
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Поскольку YB-1, перемещаясь в ядро, в качестве 
транскрипционного фактора может активировать гены 
МЛУ, мы сравнили его локализацию на парах ро-
дительских и устойчивых линий клеток RPMI8226 
и RPMI8226 / btz-6, NCI-H929 и H929 / btz-6.

В исследуемых линиях мы не обнаружили явной 
ядерной локализации белка YB-1, т. е. случая, когда белок 
обнаруживается только в ядре и его практически нет 
в цитоплазме клеток. В родительской линии RPMI8226 
белок YB-1 локализован в цитоплазме в 93 % клеток, 
однако в 7 % клеток мы наблюдали его диффузную 
локализацию, т. е. когда YB-1 равномерно распределен 
между цитоплазмой и ядром клетки. Однако в субли-
нии RPMI8226 / btz-6 количество клеток с диффузной 
локализацией увеличивается в 3 раза – до 20 %. В клет-
ках линии NCI-H929 и ее сублинии H929 / btz-6 мы 
не наблюдали различий в локализации белка YB-1, 
а именно в 95 % клеток обеих культур этот белок опре-
делялся только в цитоплазме (рис. 4, 5).

Обсуждение
Настоящая работа посвящена вопросу о механиз-

мах формирования устойчивости к бортезомибу при 
ММ. Наша исходная гипотеза заключалась в том, что 
устойчивость к бортезомибу может возникать за счет 
активации белков МЛУ.

Несмотря на невысокие уровни устойчивости из-
ученных клеток, проведенная работа позволяет сделать 
несколько важных заключений.

Во-первых, данные показывают, что в устойчивой 
к бортезомибу сублинии RPMI8226 / btz-6 снижается 
экспрессия мРНК генов MDR1 и MRP1 и не активиру-
ется синтез Pgp. Существуют работы на клетках субли-
нии хронического миелолейкоза и низкодифференци-
рованной липосаркомы с гиперэкспрессией Pgp, где 
показано, что бортезомиб при краткосрочном воздей-
ствии приводит к снижению экспрессии MDR1 эф-
фективнее, чем в клетках, где он экспрессируется 
на относительно среднем уровне [12, 13]. Наши данные 
показывают, что и при долгосрочном воздействии бор-
тезомиба этот эффект снижения экспрессии MDR1 
сохраняется.

Во-вторых, нами показано, что экспрессия другого 
гена, ответственного за МЛУ (MVP), в клетках субли-
нии RPMI8226 / btz-6 повышалась в 2 раза по сравне-
нию с клетками исходной линии RPMI8226. В то же 
время в клетках сублинии H929 / btz-6 уровень экспрессии 
этого гена не изменялся. Мы полагаем, что возрастание 
экспрессии MVP в клетках сублинии RPMI8226 / btz-6 
связано с формированием устойчивости к бортезомибу.

В литературе существуют противоречивые данные 
о роли белка MVP в прогнозе лечения и выживаемости 

Рис. 4. Локализация белка YB-1 в опухолевых клетках RPMI8226 и RPMI8226 / btz-6: а – клетки RPMI8226, белок YB-1; б – ядра клеток RPMI8226, 
окрашенные Hoechst; в – клетки RPMI8226 / btz-6, белок YB-1; г – ядра клеток RPMI8226 / btz-6, окрашенные Hoechst
Fig. 4. YB-1 protein localization in RPMI8226 and RPMI8226 / btz-6 cell lines: а –RPMI8226 cells, YB-1 protein; б – RPMI8226 cell nuclei stained with 
Hoechst; в –RPMI8226 / btz-6 cells, YB-1 protein; г –RPMI8226 / btz-6 cell nuclei stained with Hoechst
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у пациентов с ММ. Так, в одной из работ показано, что 
высокая экспрессия гена MVP обнаружена в 73 % об-
разцов ММ и ассоциирована с меньшей общей выжи-
ваемостью у первичных больных ММ, получавших 
полихимиотерапию с бортезомибом [14]. В другом ис-
следовании продемонстрировано, что экспрессия бел-
ка MVP обнаруживалась значительно реже – в 12,5 % 
из 72 образцов ММ, и была одинаковой у больных 
с предшествующей терапией и без нее [15]. Также есть 
работа, в которой авторы показали, что MVP является 
предиктором плохого ответа на химиотерапию и прогноз 
у пациентов с раком яичников [16], тогда как в другой 
работе не было найдено никакой взаимосвязи между 
экспрессией MVP и клиническими данными [17].

Белок YB-1 является фактором транскрипции 
для генов MDR1, MRP1 и MVP в некоторых культурах. 
Однако в линии RPMI8226 / btz-6, где наблюдается пе-
ремещение небольшой части белка YB-1 в ядра клеток, 
увеличивается только экспрессия гена MVP. Мы по-
лагаем, что для данной культуры активация генов 
MDR1 и MRP1 идет или не через YB-1, или дополни-
тельно подавляется бортезомибом через путь NF-κB 
[12]. Однако активация экспрессии MVP все-таки мо-
жет быть связана с транслокацией белка YB-1 в ядра 
клеток. Есть исследование, в котором продемонстри-
рована тесная корреляция ядерной экспрессии YB-1 

с экспрессией MVP при раке яичника и раке толстой 
кишки, а также показано, что экспрессия MVP в пер-
вичной опухоли яичника является неблагоприятным 
прогностическим фактором в отношении выживаемо-
сти больных без лечения [18].

В-третьих, в нашей работе показано, что экспрессия 
гена BCRP   увеличивалась в обеих резистентных субли-
ниях, также в этих сублиниях наблюдали повышение 
устойчивости к доксорубицину. Мы полагаем, что устой-
чивость к доксорубицину, по-видимому, связана с по-
вышением экспрессии этого белка. Это важно, так 
как в схемах лечения больных ММ часто применяется 
доксорубицин [2]. Однако существует работа, в которой 
авторы не наблюдали увеличения устойчивости к доксо-
рубицину на сходных клеточных моделях [19]. Авторы 
данной статьи вели устойчивые к бортезомибу сублинии 
в условиях, отличных от наших, а именно культивировали 
клетки в среде с повышенным содержанием сыворотки 
(15 %), возможно, этим объясняется различие в чувстви-
тельности к доксорубицину нашей и их сублиний.

В литературе рассматривается несколько механиз-
мов возникновения устойчивости к бортезомибу. Так, 
обнаружены мутации в β5-субъединице протеасомы, 
с которой связывают повышенную устойчивость к бор-
тезомибу, однако в клинической практике данные му-
тации встречаются редко [20]. Также длительное 

Рис. 5. Локализация белка YB-1 в опухолевых клетках NCI-H929 и NCI-H929 / btz-6: а – клетки NCI-H929, белок YB-1; б – ядра клеток NCI-
H929, окрашенные Hoechst; в – клетки NCI-H929 / btz-6, белок YB-1; г – ядра клеток NCI-H929 / btz-6, окрашенные Hoechst
Fig. 5. YB-1 protein localization in NCI-H929 and NCI-H929 / btz-6 tumor cells: а – NCI-H929 cells, YB-1 protein; б – NCI-H929 cell nuclei stained with 
Hoechst; в – NCI-H929 / btz-6 cells, YB-1 protein; г – NCI-H929 / btz-6 cell nuclei stained with Hoechst
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действие бортезомиба приводит к повышению экс-
прессии β5-субъединицы в резистентных сублиниях, 
а также к снижению экспрессии каспазы 3, т. е. к инги-
бированию апоптоза [19]. Кроме этого, сейчас в ис-
следованиях большое внимание уделено отбору опре-
деленных популяций под действием бортезомиба, 
например side population [21] и популяций с изменен-
ным иммунофенотипом [22].

Заключение
Таким образом, активация АВС-транспортеров 

не является ключевым механизмом формирования 
лекарственной устойчивости к бортезомибу. Некото-
рую роль может играть белок MVP, а повышение экс-
прессии BCRP объясняет возникновение устойчивости 
к доксорубицину, но не к бортезомибу, так как послед-
ний не является субстратом BCRP.

1. Бессмельцев С.С. Множественная мие-
лома (патогенез, клиника, диагности-
ка, дифференциальный диагноз). 
 Клиническая онкогематология 
2013;6(3):237–57. [Bessmaltsev S.S. 
Multiple myeloma(pathogenesis, clinic, 
diagnosis, differential diagnosis). Klini-
cheskaya onkogematologiya = Clinical 
Oncohematology 2013;6(3):237–57. 
(In Russ.)].

2. Moreau P., San Miguel J., Sonneveld P. 
et al. Multiple myeloma: ESMO Clinical 
Practice Guidelines for diagnosis, 
treatment and follow-up. Ann Oncol 
2017;28(suppl 4):iv52–61. 
DOI: 10.1093/annonc/mdx096. 
PMID: 28453614.

3. Ставровская А.А., Генс Г.П. Некоторые 
новые аспекты исследований множест-
венной лекарственной устойчивости 
опухолевых клеток. Успехи молекуляр-
ной онкологии 2014;(1):5–11. 
[Stavrovskaya A.A., Gens G.P. Some new 
aspects of the study of multidrug resistance 
of tumor cells. Espekhi molekulyarnoy 
onkologii = Advances in Molecular 
Oncology 2014;(1):5–11. (In Russ.)].

4. Robey R., Pluchino K., Hall M. et al. 
Revisiting the role of ABC transporters in 
multidrug-resistant cancer. Nat Rev 
Cancer 2018;18(7):452–64. 
DOI: 10.1038/s41568-018-0005-8. 
PMID: 29643473.

5. Елисеева И.А., Ким Е.Р., Гурьянов С.Г. 
и др. Y-бокс-связывающий белок 1 (YB-1) 
и его функции. Успехи биологической 
химии 2011;51:65–132. [Eliseeva I.A., 
Kim E.R., Guryanov S.G. et al. Boxing 
BINDING PROTEin 1 (YB-1) and its 
functions. Uspekhi biologicheskoy khimii 
= Advances in Biological Chemistry 
2011;51:65–132. (In Russ.)].

6. Lasham A., Print C.G, Woolley A.G. et al. 
YB-1: oncoprotein, prognostic marker and 
therapeutic target. Biochem J 
2013;449(1):11–23.  
DOI: 10.1042/bj20121323. 
PMID: 23216250.

7. Stein U., Jurchott K., Walther W. et al. 
Hyperthermia-induced nuclear 
translocation of transcription factor YB-1 
leads to enhanced expression of multidrug 
resistance-related ABC transporters. J Biol 

Chem 2001;276(30):28562–9. 
DOI: 10.1074/jbc.m100311200. 
PMID: 11369762.

8. Stein U., Bergmann S., Scheffer G.L. 
et al. YB-1 facilitates basal and 
5-fluorouracil-inducible expression of the 
human major vault protein (MVP) gene. 
Oncogene 2005;24(22):3606–18. 
DOI: 10.1038/sj.onc.1208386. 
PMID:15750632.

9. Wiberg K., Carlson K., Aleskog A. et al. 
In vitro activity of bortezomib in cultures 
of patient tumour cells-potential utility 
in haematological malignancies. Med 
Oncol 2009;26(2):193–201. 
DOI: 10.1007/s12032-008-9107-6. 
PMID: 19016012.

10. Панищева Л.А., Какпакова Е.С., 
 Рыбалкина Е.Ю., Ставровская А.А. 
Влияние протеасомного ингибитора 
бортезомиба на экспрессию генов мно-
жественной лекарственной устойчиво-
сти и активность киназы. Биохимия 
2011;76(9):1238–47. [Panishcheva L.A., 
Kakpakova E.S., Rybalkina E.Yu., 
Stavrovskaya A.A. Effect of the proteasome 
inhibitor bortezomib on gene expression 
of multidrug resistance and kinase activity. 
Biokhimiya = Biochemistry 
2011;76(9):1238–47. (In Russ.)].

11. Scheffer G.L., Schroeijers A.B., 
Izquierdo M.A. et al. Lung resistance-
related protein/major vault protein and 
vaults in multidrug-resistant cancer. Curr 
Opin Oncol 2000;12(6):550–6. 
DOI: 10.1097/00001622-200011000-
00007. PMID: 11085454.

12. Wang H., Wang X., Li Y. et. al. The 
proteasome inhibitor bortezomib reverses 
P-glycoprotein-mediated leukemia multi-
drug resistance through the NF-kappaB 
pathway. Pharmazie 2012;67(2):187–92. 
PMID: 22512091. 

13. Hu Y., Wang L., Wang L. et. al. 
Preferential cytotoxicity of bortezomib 
toward highly malignant human liposarc-
oma cells via suppression of MDR1 
expression and function. Toxicol Appl 
Pharmacol 2015;283(1):1–8. 
DOI: 10.1016/j.taap.2014.12.015. 
PMID: 25576094.

14. Черных Ю.Б., Голенков А.К., 
 Шушанов С.С. Влияние экспрессии 

 генов множественной лекарственной 
устойчивости на клиническое течение 
множественной миеломы. Альманах 
клинической медицины 
2016;44(5):624–30. [Chernykh Yu.B., 
Golenkov A.K., Shushanov S.S. The effect 
of gene expression of multidrug resistance 
on the clinical course of multiple 
myeloma. Al’manakh klinicheskoy 
meditsiny = Almanac of Clinical Medicine 
2016;44(5):624–30. (In Russ.)].

15. Schwarzenbach H. Expression of MDR1/
P-glycoprotein, the multidrug resistance 
protein MRP, and the lung-resistance 
protein LRP in multiple myeloma. 
Medical Oncology 2002;19(2):87–104. 
DOI: 10.1385/mo:19:2:87. 
PMID: 11085454.

16. Izquierdo M.A., van der Zee A.G., 
Vermorken J.B. et al. Drug resistance-
associated marker Lrp for prediction 
of response to chemotherapy and 
prognoses in advanced ovarian carcinoma. 
J Natl Cancer Inst 1995;87(16):1230–7. 
DOI: 10.1093/jnci/87.16.1230. 
PMID: 7563169.

17. Arts H.J., Katsaros D., de Vries E.G. et al. 
Drug resistance-associated markers P-
glycoprotein, multidrug resistance-
associated protein 1, multidrug resistance-
associated protein 2, and lung resistance 
protein as prognostic factors in ovarian 
carcinoma. Clin Cancer Res 
1999;5(10):2798–805. PMID: 10537344.

18. Oda Y., Ohishi Y., Basaki Y. et al. 
Prognostic implications of the nuclear 
localization of Y-box-binding protein-1 
and CXCR4 expression in ovarian cancer: 
their correlation with activated Akt, LRP/
MVP and P-glycoprotein expression. 
Cancer Sci 2007;98(7):1020–6. 
DOI: 10.1111/j.1349-7006.2007.00492.x. 
PMID: 17459055.

19. Balsas P., Galán-Malo P., Marzo I. et al. 
Bortezomib resistance in a myeloma cell 
line is associated to PSMβ5 overexpression 
and polyploidy. Leuk Res 2012;36(2):212–8. 
DOI: 10.1016/j.leukres.2011.09.011. 
PMID: 21978467.

20. Franke N.E., Kaspers G.L., Berg N. et al. 
Acquired resistance to bortezomib in 
human RPMI8226 multiple myeloma 
cells: molecular characterization, cross-

Л И Т Е Р А Т У Р А / R E F E R E N C E S



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
/ 

 A
D

VA
N

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

  1
, 

2
0

1
9

56 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ ТОМ 6 / VOL. 6

Благодарность. Коллектив авторов выражает большую признательность к.б.н. Е. Ю. Рыбалкиной и к.б.н. Н. Н. Калитину за ценные советы 
при подготовке статьи.
Acknowledgment. Authors express special thanks to E. Yu. Rybalkina, Ph. D. and N. N. Kalitin, Ph. D. for valuable advice during the preparation of the 
article.

Вклад авторов
Л. А. Лалетина: разработка дизайна исследования, получение данных для анализа, анализ полученных данных, обзор публикаций по теме 
статьи, написание текста рукописи;
Н. И. Моисеева: разработка дизайна исследования, получение данных для анализа, анализ полученных данных, написание текста рукописи;
Д. А. Климова: получение данных для анализа;
А. А. Ставровская: обзор публикаций по теме статьи.
Authors’ contributions
L. A. Laletina: developing the research design, obtaining data for analysis, analysis of the obtained data, reviewing of publications of the article’s theme, 
article writing;
N. I. Moiseeva: developing the research design, obtaining data for analysis, analysis of the obtained data, article writing;
D. A. Klimova: obtaining data for analysis;
A. A. Stavrovskaya: reviewing of publications of the article’s theme.

ORCID авторов / ORCID of authors
Л. А. Лалетина / L. A. Laletina: https://orcid.org / 0000-0002-8839-5881
Н. И. Моисеева / N. I. Moiseeva: https://orcid.org / 0000-0001-6697-7154
Д. А. Климова / D. A. Klimova: https://orcid.org / 0000-0001-6241-1866

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.

Финансирование. Исследование выполнено при поддержке Российского фонда фундаментальных исследований (грант мол_а № 18-315-00075).
Financing. The study was performed with the support of the Russian Foundation for Basic Research (grant мол_а No. 18-315-00075).

Статья поступила: 20.02.2019. Принята к публикации: 11.03.2019.
Article received: 20.02.2019. Accepted for publication: 11.03.2019.

resistance with other proteasome inhibitors 
but marked sensitization to 
glucocorticoids. Blood 2008;112:2640.

21. Kim K.H., Cheong H.J., Lee M.Y. et al. 
Bortezomib is more effective to side 
population of RPMI8226 myeloma cells 

than classical anti-myeloma agents. 
Anticancer Res 2019;39(1):127–33. 
DOI: 10.21873/anticanres.13088. 
PMID: 30591449.

22. Park J., Bae E.K. Lee C. et al. 
Establishment and characterization 

of bortezomib-resistant U266 cell line: 
constitutive activation of NF-κB-mediated 
cell signals and/or alterations 
of ubiquitylation-related genes reduce 
bortezomib-induced apoptosis. BMB Rep 
2014;47(5):274–9. PMID: 24286313.



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
/ 

 A
D

VA
N

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

   
1

, 
2

0
1

9

57ТОМ 6 / VOL. 6  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Особенности экспрессии генов  
некоторых транскрипционных факторов  

при малигнизации тканей тела матки

Д. С. Кутилин, И. С. Никитин, О. И. Кит
ФГБУ «Ростовский научно-исследовательский онкологический институт» Минздрава России; Россия,  

344037 Ростов-на-Дону, 14-я линия, 63

Контакты: Денис Сергеевич Кутилин k.denees@yandex.ru

Введение. Во всем мире рак тела матки ежегодно диагностируют более чем у 300 тыс. женщин. В настоящее время остается 
актуальной проблема поиска высокоспецифичных молекулярных онкомаркеров для данного заболевания. Скрининг экспрессии генов 
транскрипционных факторов, ответственных за контроль дифференцировки клеток тканей эндометрия, может позволить 
сформировать панель онкомаркеров и исследовать фундаментальные механизмы онкотрансформации.
Цель исследования – анализ изменений в экспрессии транскрипционных факторов OCT4, SOX2 и C-MYC в тканях тела матки 
в процессе их малигнизации.
Материалы и методы. Для исследования использовали биоптаты тканей матки (опухолевые и условно-нормальные) 45 па-
циенток. Методом полимеразной цепной реакции в реальном времени проводили определение относительной экспрессии 3 ге-
нетических локусов, кодирующих транскрипционные факторы OCT4, SOX2 и C-MYC, в качестве референсного гена использо-
вали ACTB.
Результаты. Обнаружено изменение транскрипционной активности генов OCT4, SOX2 и C-MYC в опухолевых клетках тела 
матки при прогрессии опухоли. При снижении степени дифференцировки опухолевых клеток наиболее значительно свою экспрес-
сию увеличивает ген OCT4, что подтверждает его статус маркера недифференцированных клеток. По мере снижения степени 
дифференцировки опухолевых клеток изменение экспрессии генов OCT4, SOX2 и C-MYC затрагивает и прилежащую условно 
нормальную ткань тела матки, но с меньшей интенсивностью, особенно на поздних этапах малигнизации.
Заключение. Полученные данные делают возможным использование генов OCT4, SOX2 и C-MYC в качестве дифференциальных 
маркеров трансформации клеток, а изменение экспрессии гена SOX2 – и в качестве предиктивного маркера малигнизации.

Ключевые слова: экспрессия генов, транскрипционный фактор, плюрипотентность, рак тела матки

Для цитирования: Кутилин Д. С., Никитин И. С., Кит О. И. Особенности экспрессии генов некоторых транскрипционных фак-
торов при малигнизации тканей тела матки. Успехи молекулярной онкологии 2019;6(1):57–62.

DOI: 10.17650 / 2313-805X-2019-6-1-57-62

Features of some transcription factors gene expression  
in the malignancy tissues of the corpus uteri

D. S. Kutilin, I. S. Nikitin, O. I. Kit

Rostov Research Institute of Oncology, Ministry of Health of Russia; 63 14th Line, Rostov-on-Don 344037, Russia

Background. Worldwide, more than 300,000 women are diagnosed with uterine cancer each year. Currently, the problem of finding highly 
specific molecular tumor markers for this disease remains relevant. Screening for gene expression of transcription factors responsible for con-
trolling the differentiation of cells of endometrial tissues may allow the formation of a tumor markers panel and explore the fundamental 
mechanisms of oncotransformation.
Objective of our study was to analyze changes in the expression of transcription factors OCT4, SOX2 and C-MYC in the tissues of the uterus 
(corpus uteri) during the process of their malignancy.
Materials and methods. Uterus tissue biopsy specimens of 45 patients (tumor and non-tumor) were used for the study. To determine the 
relative expression of 3 genetic loci encoding the transcription factors OCT4, SOX2 and C-MYC the real-time polymerase chain reaction 
method, ACTB was used as the reference gene.
Results. A change of OCT4, SOX2 and C-MYC genes transcriptional activity in uterus tumor cells is found as the tumor develops. By reduc-
ing the tumor cells differentiation degree expression of OCT4 gene increases most significantly, that confirmsits status of undifferentiated 
cellsmarker. As the differentiation degree of tumor cells decreases, OCT4, SOX2 and C-MYC genes expression change affects the adjacent 
conditionally normal tissue of the uterus, but with less intensity, especially in the later stages of malignancy.
Conclusion. The obtained data makes it possible to use the OCT4, SOX2 and C-MYC genes as differential markers of the tumor process 
development, and the SOX2 gene expression as a predictive marker of malignancy.

Key words: gene expression, transcription factor, pluripotency, corpus uteri cancer
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Введение
Рак тела матки – наиболее распространенная ин-

вазивная злокачественная опухоль матки у женщин, 
во всем мире ежегодно ее диагностируют более 
чем у 300 тыс. женщин [1]. Поиск высокоспецифичных 
молекулярных онкомаркеров для данного заболевания 
остается приоритетной задачей, что подтверждается 
результатами ряда исследований, посвященных этому 
направлению [2, 3]. Опухолевые клетки характеризу-
ются нарушением функционирования сигнальных 
путей, обеспечивающих повышение пролиферативной 
активности и иммортализацию клеток [4]. Транскрип-
ционные факторы, кодируемые генами OCT4 и SOX2, 
участвуют в регуляции работы человеческих эмбрио-
нальных стволовых клеток и поэтому могут играть 
важную роль в прогрессии опухолей. Ген OCT4 коди-
рует транскрипционный фактор, участвующий в са-
мообновлении недифференцированных эмбриональ-
ных стволовых клеток, и широко используется как 
маркер для недифференцированных клеток [5]. SOX2 
кодирует фактор транскрипции, который имеет боль-
шое значение для поддержания самообновления не-
дифференцированных эмбриональных стволовых 
клеток, а его гиперэкспрессия активизирует миграцию 
опухолевых клеток. В эмбриональных стволовых клет-
ках SOX2 контролирует экспрессию OCT4 [6]. Транс-
крипционный фактор, кодируемый геном C-MYC, 
регулирует экспрессию до 15 % всех генов, включая 
гены, контролирующие репликацию ДНК [7]. Мутант-
ные версии гена Myc обнаружены во многих опухолях, 
при этом ген экспрессируется постоянно, что приводит 
к нарушению регуляции активности многих генов, 
в том числе отвечающих за пролиферацию и диффе-
ренцировку клеток, а также самообновление стволовых 
клеток [8].

Скрининг экспрессии генов транскрипционных 
факторов, ответственных за контроль над пролифера-
цией и дифференцировкой клеток тканей эндометрия, 
позволит осуществить создание панели специфичных 
онкомаркеров и исследовать фундаментальные меха-
низмы онкотрансформации.

Цель исследования – анализ изменений в экспрес-
сии транскрипционных факторов OCT4, SOX2 и C-MYC 
в тканях тела матки в процессе их малигнизации.

Материалы и методы
Для исследования использовали биоптаты тканей 

матки (опухолевые и условно-нормальные) 45 паци-
енток в возрасте 37–75 лет с гистологически подтверж-
денным диагнозом рака тела матки.

Фрагменты ткани измельчали и растирали в фар-
форовых ступках в лизирующем растворе, содержащем 
4 М гуанидинтиоцианата, 25 мМ цитрата натрия, 

0,5 % саркозила и 0,1 М 2-меркаптоэтанола. Дальней-
шее выделение РНК из тканей выполняли методом 
гуанидин-тиоционат-фенол-хлороформной экстрак-
ции и обрабатывали ДНКазой 1 для удаления геномной 
ДНК [9]. Перед реакцией обратной транскрипции для 
проверки качества выделенной РНК проводили электро-
форез в 2 % агарозном геле в TBE-буфере [10] (рис. 1).

Синтез комплементарной ДНК выполняли с ис-
пользованием коммерческих наборов РЕВЕРТА-L 
(Интерлабсервис, Россия) [11].

Методом полимеразной цепной реакции в реаль-
ном времени (ПЦР-РВ) проводили определение от-
носительной экспрессии 3 генетических локусов, ко-
дирующих транскрипционные факторы OCT4, SOX2 
и C-MYC. Дизайн праймеров для OCT4 и SOX2 осу-
ществляли с применением референсных последова-
тельностей NCBI GenBank и программы Primer-BLAST. 
В качестве референсного гена использовали ген ACTB, 
последовательности прямого и обратного праймеров 
к которому были подобраны нами ранее [9] (см. таб-
лицу).

Принцип использованного метода заключается 
в анализе сигналов амплификации генов-мишеней 
и референсного гена в исследуемых пробах. Анализи-
руемые последовательности генетических локусов ам-
плифицировали в 25 мкл ПЦР-смеси, содержащей 
12 нг кДНК, 0,25 мМ dNTPs, 2,5 мМ MgCl

2
, 1х ПЦР-

буфер и 1 ед. акт. ДНК-полимеразы Thermusaquaticus, 
краситель EVA-Green и по 400 нМ прямого и обратно-
го праймеров. Количественную ПЦР-РВ амплифика-
цию проводили на термоциклере CFX96 (BioRad, 
США). Относительную экспрессию генетического 
локуса (RЕ) рассчитывали по формуле RЕ = 2–ΔΔCt [12].

Статистический анализ выполняли с помощью 
прикладных пакетов программ Microsoft Excel 2013 

For citation: Kutilin D. S., Nikitin I. S., Kit O. I. Features of some transcription factors gene expression in the malignancy tissues of the cor-
pus uteri. Uspekhi molekulyarnoy onkologii = Advances in Molecular Oncology 2019;6(1):57–62.

Рис. 1. Электрофорез РНК в 2 % агарозном геле (соотношение 1:1 
интенсивности полос 18S и 28S свидетельствует о пригодном для ана-
лиза экспрессии генов качестве РНК)
Fig. 1. RNA electrophoresis in 2 % agarose gel (1:1 18S and 28S band 
intensity ratio shows usability RNA for gene expression analysis)
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и Statistica 8.0. Оценку различий проводили с исполь-
зованием непараметрического критерия Манна–Уитни 
и корреляционного анализа (коэффициент корреляции 
Пирсона, r) для порогового уровня статистической 
значимости р <0,05.

Результаты
С учетом роли в клеточной дифференцировке вы-

бранных для исследования генов было проведено ран-
жирование имеющейся выборки пациенток по стади-
ям дедифференцировки клеток опухолей G1, G2 и G3.

У группы пациенток с аденокарциномой тела мат-
ки стадии дедифференцировки G1 в возрасте 45–68 лет 
обнаружено статистически значимое (p <0,05) увели-
чение экспрессии гена SOX2 на 178 %, у пациенток 
с аденокарциномой тела матки стадии дедифферен-
цировки G2 в возрасте 37–69 лет не выявлено стати-
стически значимого изменения экспрессии исследуемых 
генетических локусов, а у пациенток с аденокарциномой 
тела матки стадии дедифференцировки G3 в возрасте 

55–75 лет обнаружено статистически значимое (p <0,05) 
увеличение экспрессии генов SOX2 и C-MYC на 63 
и 130 % соответственно в опухолевой ткани матки 
по отношению к условно-нормальной (рис. 2).

Следует отметить, что экспрессия пар генов OCT4 
и SOX2, OCT4 и C-MYC, C-MYC и SOX2 и в условно 
нормальной, и в опухолевой тканях разной степени 
дифференцировки обладает сильной положительной 
корреляцией, варьирующей от +0,940 до +0,998.

Также обнаружено статистически значимое (p <0,05) 
увеличение экспрессии генов OCT4, SOX2 и C-MYC 
в 35, 7 и 2 раза соответственно в опухолевой ткани 
на стадии дедифференцировки G3 по отношению 
к экспрессии этих генов в опухолевой ткани на стадии 
дедифференцировки G1 и увеличение экспрессии ге-
нов OCT4, SOX2 и C-MYC в 32, 12 и 2 раза соответст-
венно в нормальной ткани на стадии дедифференци-
ровки G3 по отношению к экспрессии этих генов 
в нормальной ткани на стадии дедифференцировки 
G1 (рис. 3).

Характеристика праймеров

Primer characteristics

Наименование праймеров 
Primer name

№ NCBI GenBank 
NCBI GenBank No.

Последовательность 
Sequence

OCT_4_F
NM_002701.5

AAT TTG TTC CTG CAG TGC CC

OCT_4_R TAC AGA ACC ACA CTC GGA CC

C-MYC_F
NM_002467.4

CAC CAC CAG CAG CGA CT

C-MYC_R GAC TCT GAC CTT TTG CCA GGA

SOX2_F
NM_003106.3

CCC CTG TGG TTA CCT CTT CC

SOX2_R CTG ATC ATG TCC CGG AGG TC

ACTB_F
NM_001101.3

AAC CGC GAG AAG ATG ACC C [9] 

ACTB_R AGC ACA GCC TGG ATA GCA AC [9] 

Рис. 2. Сравнение соотношения экспрессии генов OCT4, SOX2 и C-MYC в опухолевой ткани к условно-нормальной ткани матки у пациенток 
с аденокарциномой матки стадий дедифференцировки G1, G2 и G3. Представлены фотографии гистологических препаратов, соответствующих 
стадиям G1 (а), G2 (б) и G3 (в) (×200). *Статистически значимые различия (р <0,05) между экспрессией соответствующего гена в опухоли 
и в нормальной ткани
Fig. 2. Comparison of OCT4, SOX2 and C-MYC gene expression ratios in tumor tissue and relatively normal uterine tissue in patients with G1, G2 and G3 
dedifferentiation stages of uterine adenocarcinoma. Photos of histological samples are presented corresponding to G1 (а), G2 (б) and G3 (в) stages (×200). 
*Significant differences (р <0.05) between gene expression in tumor and normal tissue
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Обсуждение
В последние годы результаты многих исследований 

показали, что нарушение экспрессии некоторых свя-
занных со стволовыми клетками транскрипционных 
факторов, таких как OCT4, Sex-Z, Nanog и Klf4, может 

способствовать развитию опухолевого процесса в раз-
личных тканях [2, 13].

Sex-determining region Y (SRY)–Box2 (SOX2) явля-
ется членом семейства транскрипционных факторов 
SOX, отвечающих за координацию такой функции, 

Рис. 3. Сравнение относительной экспрессии в опухолевой и условно-нормальной ткани матки у пациенток с аденокарциномой матки стадий 
дедифференцировки G1, G2 и G3: а – гена OCT4; б – гена C-MYC; в – гена SOX2. *Статистически значимые различия (р <0,05) по отношению 
к степени дедифференцировки G1
Fig. 3. Comparison of relative expression in tumor tissue and relatively normal uterine tissue in patients with G1, G2 and G3 dedifferentiation stages of uterine 
adenocarcinoma: а – OCT4 gene; б – C-MYC gene; в – SOX2 gene. *Significant differences (р < 0.05) relative to dedifferentiation grade G1
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как ограничение дифференцировки. Уровень экспрес-
сии SOX2 строго регулируется для обеспечения нор-
мального развития эмбриона. Снижение экспрессии 
SOX2 способствует дифференцировке эмбриональных 
стволовых клеток в различные типы клеток.

SOX2 – ключевой фактор, способный индуциро-
вать плюрипотентность в соматических клетках наряду 
с Klf4, OCT3 / 4 и C-MYC. Это также 1 из 4 транскрип-
ционных факторов, способных перепрограммировать 
соматические клетки человека в плюрипотентные 
стволовые клетки с характеристиками эмбриональных 
стволовых клеток [14].

OCT4 является ядерным транскрипционным фак-
тором семейства POU, который играет критическую 
роль в самообновлении и плюрипотентности. На началь-
ных этапах эмбрионального развития в плюрипотентных 
клетках OCT4 и SOX2 функционируют совместно, 
 стимулируя транскрипцию нескольких генов-мишеней, 
включая NANOG, FGF-4, UTFl, FBX15, microRNA-302 
и даже самих SOX2 и OCT4.

Сверхэкспрессия транскрипционных факторов 
OCT4, SOX2 и C-MYC также может обеспечивать при-
обретение клетками плюрипотентности. Однако до на-
стоящего времени не было опубликовано исследований 
о потенциальной функции SOX2 при раке эндометрия 
[15]. K. Pityński и соавт. использовали иммуногистохи-
мический метод для оценки уровней биосинтеза SOX2 
и OCT4 в качестве маркеров стволовых клеток в 69 об-
разцах опухолевых тканей тела матки на ранней стадии 
[2]. Также была оценена коэкспрессия SOX2 и OCT4 
и их корреляция с клинико-патологическими призна-
ками. Наивысшая экспрессия SOX2 была обнаружена 
в образцах со стадией дедифференцировки G3 по срав-
нению с образцами G2 и G1, при этом различий в экс-
прессии OCT4 по стадиям дедифференцировки не бы-
ло отмечено. Это частично согласуется с результатами, 
полученными в нашем исследовании: показано уве-
личение экспрессии гена SOX2 от стадии G1 к G2 
на 33 % и от стадии G2 к G3 на 80 %, при этом син-
хронное увеличение экспрессии SOX2 наблюдалось 
и в прилежащей условно-нормальной ткани. Однако 
уровень экспрессии SOX2 был статистически значимо 

выше в опухолевой ткани по сравнению с прилежащей 
условно-нормальной тканью (для G1 и G2).

Также нами были обнаружены различия в экспрес-
сии OCT4 по стадиям дедифференцировки опухолевой 
ткани тела матки, что согласуется с результатами, опи-
санными в работах L. You и соавт. и N. Hatefi и соавт. 
[16, 17], в которых показано, что экспрессия OCT4 
в опухолевой ткани коррелирует со стадией дедиффе-
ренцировки, размером опухоли и может служить не-
зависимым прогностическим биомаркером.

В работе C. J. Lee и соавт. экспрессия SOX2 и MYC, 
но не OCT4 и NANOG, коррелирует с плохим прогно-
зом, при этом экспрессия SOX2 отрицательно корре-
лирует с уровнем MYC [18]. В нашем же исследовании 
экспрессия пар генов OCT4 и SOX2, OCT4 и C-MYC, 
C-MYC и SOX2 в опухолевых тканях разной стадии де-
дифференцировки характеризовалась сильной поло-
жительной корреляцией, что, по-видимому, отражает 
синхронную активацию данных транскрипционных 
факторов при малигнизации тканей тела матки, кото-
рые, в свою очередь, активируют ряд ключевых генов 
разных сигнальных путей.

Заключение
Таким образом, обнаруженное изменение транс-

крипционной активности генов OCT4, SOX2 и C-MYC 
ассоциировано с «озлокачествлением» опухолевых 
клеток тела матки в процессе прогрессии опухоли, 
что делает возможным их использование в качестве 
дифференциальных маркеров трансформации клеток, 
а изменение экспрессии гена SOX2 – и в качестве пре-
диктивного маркера малигнизации. Из исследованных 
транскрипционных факторов по мере снижения сте-
пени дифференцировки опухолевых клеток наиболее 
значительно свою экспрессию увеличивает ген OCT4, 
что подтверждает его статус маркера недифференци-
рованных клеток. По мере снижения степени диффе-
ренцировки опухолевых клеток изменение экспрессии 
генов OCT4, SOX2 и C-MYC затрагивает и прилежащую 
условно-нормальную ткань тела матки, но с меньшей 
интенсивностью, особенно на поздних этапах малиг-
низации.
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Изучение взаимодействия белков внеклеточного матрикса 
с рецепторами CD133+ стволовых клеток и CD133– 

дифференцированных клеток глиомы
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Введение. Лечение мультиформной глиобластомы остается малоэффективным из-за быстроразвивающихся рецидивов опухоли, 
обусловленных высоким туморогенным потенциалом, устойчивостью к химиолучевой терапии и повышенной диссеминацией ство-
ловых клеток глиомы (СКГ). Молекулярные механизмы взаимодействия этих клеток с внеклеточным матриксом (ВКМ) практи-
чески не изучены. В настоящее время также не ясно, чем отличается сигналинг ВКМ-рецепторного взаимодействия (ВКМ-РВ) 
для СКГ и дифференцированных клеток глиомы (ДКГ).
Цель исследования – методом протеомной масс-спектрометрии высокого разрешения изучить экспрессию детерминант сиг-
нального каскада ВКМ-РВ в CD133+ СКГ и CD133– ДКГ.
Результаты. Идентифицированы 1990 белков, 18 из которых связаны с процессом ВКМ-РВ. Обнаружена положительная регу-
ляция 14 белков ВКМ-РВ в CD133+ СКГ по сравнению с CD133– ДКГ, 10 из которых имели повышенную экспрессию более чем 
в 2 раза. Отмечено повышение в CD133+ СКГ экспрессии 4 белков, активирующих сигнальный каскад ВКМ-РВ.
Заключение. Установлены важные закономерности, которые могут быть использованы при разработке новых подходов к обна-
ружению потенциальных мишеней для терапии мультиформной глиобластомы.

Ключевые слова: внеклеточный матрикс, стволовые клетки глиомы, мультиформная глиобластома, протеом, масс-спектро-
метрия
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Study of interaction between extracellular matrix proteins and receptors of CD133+ stem cells and CD133– 
differentiated glioma cells
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Background. Treatment of glioblastoma multiforme remains little effective due to the rapidly developing recurrence of the tumor, due to its 
high tumorigenic potential, resistance to chemoradiation therapy and increased dissemination of glioma stem cells (GSC). Molecular mech-
anisms of these cell interaction with extracellular matrix (ECM) are practically not studied. At present, it is also not clear the signaling of the 
ECM-receptor interaction (ECM-RI) differs for GSC and differentiated glioma cells (GDC).
Objective: using high-resolution proteomic mass spectrometry to study the determinant expression of the ECM-receptor interaction signaling 
cascade in CD133+ GSC and CD133– GDC.
Results. 1990 proteins are identified, 18 of which are associated with the ECM-RI process. Positive regulation of 14 ECM-RI proteins was 
found in CD133+ GSC compared with CD133– GDC, ten had more than 2 times increased expression. Increase in the CD133+ GSC level of 
4 proteins activating the ECM-RI signaling cascade was noted.
Conclusion. Important regularities are determined that could be used for the development of new approaches for detection of potential ther-
apy targets of glioblastoma multiforme.
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Введение
Мультиформная глиобластома (МГБ) – первичная 

высокоинвазивная глиальная опухоль головного мозга 
человека с крайне неблагоприятным прогнозом. Каж-
дый год во всем мире диагностируется около 240 тыс. 
случаев опухолей головного мозга, большинство из 
которых составляет МГБ [1]. Несмотря на прогресс, 
достигнутый в терапии рака, лечение МГБ остается 
малоэффективным из-за быстроразвивающихся реци-
дивов опухоли [2]. Раковые клетки, выходящие из пер-
вичной опухоли, быстро проникают в нормальную 
паренхиму головного мозга и образуют рецидивы. Та-
кие инвазивные клетки относительно устойчивы к ра-
дио- и химиотерапии [2], что еще более усложняет 
лечение этого заболевания.

Миграция и инвазия клеток МГБ регулируются 
несколькими факторами, включающими изменения 
как в самой мигрирующей клетке, так и в микроокру-
жении опухоли. Клеточные и молекулярные механиз-
мы агрессивной инвазии клеток МГБ малоизучены 
и требуют дополнительных исследований для адапта-
ции будущей терапии МГБ к таргетированию инва-
зивных клеток. Считают, что, в отличие от других со-
лидных злокачественных опухолей, клетки МГБ не 
используют внутрисосудистые или лимфатические 
пути для миграции [3], а перемещаются через внекле-
точное пространство мозговой ткани [4, 5]. Этот про-
цесс инвазии отличается от процесса миграции, так 
как клетки МГБ пересекают тканевые барьеры посред-
ством как адгезии, так и деградации внеклеточного 
матрикса (ВКМ), ремоделирования их цитоскелета 
и клеточного объема [4, 5].

Хорошо известно, что отдельные раковые клетки 
могут инвазировать, используя мезенхимальный или 
амебоидный способ перемещения, или диссеминиро-
вать из исходной массы опухоли в виде кластеров [4]. 
Клетки МГБ в основном используют 1-й тип миграции, 
наиболее эффективный при их перемещении из основ-
ной опухолевой массы [6]. Эти одиночные опухолевые 
клетки не детектируются современными диагностиче-
скими методами визуализации и могут давать опухо-
левые рецидивы. Такой тип миграции напоминает 
инвазию нейральных стволовых клеток в период эм-
брионального развития или во время процессов репа-
рации в поврежденных тканях взрослого мозга [7].

Адгезия клеток к белкам ВКМ приводит к образо-
ванию клеточно-матриксных точечных контактов, 
известных как фокальная адгезия, которая обеспечи-
вает взаимодействие клеток со своей микросредой 
и играет важную роль в процессах инвазии и метаста-
зирования раковых клеток, включая МГБ [8]. Фокаль-

ная адгезия выполняет свою структурную и сигнальную 
роль посредством связывания ВКМ с актиновым ци-
тоскелетом клеток, генерируя силы натяжения, необ-
ходимые для миграции клеток и ее регулирования [9].

Инвазивность МГБ и радио- / химиорезистентность 
заметно коррелируют с субпопуляцией стволовых кле-
ток глиомы (СКГ) [10, 11], способных самообновляться, 
инициировать и поддерживать рост опухоли, образуя 
рецидив [12]. Двунаправленный обмен информацией 
между СКГ и микросредой опухоли регулирует не толь-
ко их свойства стволовости, но способствует проли-
ферации, ангиогенезу и инвазии [13].

Несмотря на то что инвазивная природа клеток 
МГБ связана с резистентностью к терапии, остается 
неясным, какие молекулярные механизмы включены 
в инвазию СКГ, являются ли СКГ более инвазивными, 
чем нестволовые, и не определен их вклад в инвазив-
ный фенотип клеток опухоли. Появляются доказатель-
ства того, что протеины, включенные в процессы миг-
рации и инвазии, положительно регулируемы в СКГ 
[14]. Кроме этого, предполагаемые маркеры СКГ об-
наружены на переднем крае опухоли [15], что указы-
вает на их участие в процессах инвазии.

Обогащение МГБ опухолевыми стволовыми клет-
ками может происходить либо из-за симметричного 
деления СКГ, либо путем перепрограммирования не-
стволовых клеток глиомы, что приводит к фенотипи-
ческой пластичности в популяции опухоли [16]. Кон-
цепция дедифференцировки нестволовых клеток 
глиомы в СКГ усложнила понимание гетерогенности 
МГБ, потенциального механизма терапевтического 
рецидива, резистентности к противоопухолевым тера-
пиям и проблем, связанных с разработкой терапевти-
ческих стратегий. В связи с этим становится актуальным 
сравнение протеомного профиля СКГ и дифференци-
рованных клеток глиомы (ДКГ) для изучения молеку-
лярных механизмов инвазии СКГ, что может привести 
в дальнейшем к открытию новых терапевтических 
мишеней, обеспечивающих более эффективные мето-
ды лечения этого заболевания.

В настоящем исследовании впервые проведен нано- 
ВЭЖХ-МС / МС-анализ лизатов CD133+- и CD133–-  
клеток, полученных из глиомасфер линии клеток 
U87MG, для сравнения протеомов СКГ и ДКГ. Основ-
ное внимание было уделено дифференциально экс-
прессированным белкам (ДЭБ) ВКМ-рецепторного 
взаимодействия (ВКМ-РВ), играющего важную роль 
в процессах диссеминации опухолевых клеток. Мы 
идентифицировали 1990 белков, 18 из которых связа-
ны с ВКМ-РВ. Обнаружена положительная регуляция 
14 белков ВКМ-РВ в CD133+ СКГ по сравнению 
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с CD133– ДКГ, 1 из которых имел повышенную экс-
прессию более чем в 2 раза. Отмечено увеличение 
в CD133+ СКГ уровней 4 белков, активирующих сиг-
налинг ВКМ-РВ. Полученные данные и выявленные 
закономерности, на наш взгляд, указывают на возмож-
ность таргетирования сигнального каскада ВКМ-РВ 
в CD133+ СКГ, что может использоваться при разра-
ботке новых терапевтических схем для лечения МГБ.

Материалы и методы
Реактивы. Для всех процедур использовали ди-

стиллированную воду, очищенную и обессоленную 
с помощью Milli-Q (Millipore Corporation, США). Аце-
тонитрил (ACN) HPLC gradient grade был получен из 
Prolabo (США); 98–100 % муравьиная кислота (FA) – 
из Merck (США); гидрокарбонат аммония NH

4
HCO

3
, 

дитиотреитол, этилендиаминтетрауксусная кислота 
(EDTA), трис-(2-карбоксиэтил)фосфин (TCEP), три-
фторуксусная кислота (TFA) и мочевина – из Fluka 
(США); 99,7 % уксусная кислота, 99,5 % 2,2,2-три-
фторэтанол (TFE), иодацетамид и трипсин, метили-
рованный по лизинам, – из Sigma-Aldrich (США); 
соляная кислота (чистая) и KCl (чистый) – из Химмед 
(Россия).

Клеточные культуры. CD133+ СКГ и CD133– ДКГ 
получали из клеточной культуры глиобластомы чело-
века линии U87MG (American Type Culture Collection, 
Manassas, VA, США) ранее описанным методом [17]. 
Клетки культивировали в культуральной среде DMEM /  
F12 (Sigma-Aldrich, США) с низким содержанием глю-
козы и с 10 % FBS (фетальная бычья сыворотка) при 
температуре 37 °C во влажной атмосфере с 5 % содер-
жанием CO

2
. Адгезивные клетки культивировали до 

достижения 80 % конфлюэнтности и пассировали 
из расчета 1:3. Для получения глиомасфер опухолевые 
клетки U87MG ресуспендировали в бессывороточной 
среде DMEM (Gibco, Life Technologies, Россия) с до-
бавлением L-глутамина (2 мМ, LifeTechnologies, Рос-
сия), B27 (LifeTechnologies, Россия), базового фактора 
роста фибробластов (bFGF, 20 нг / мл, Sigma-Aldrich, 
США), эпидермального фактора роста (EGF, 20 нг / мл, 
Sigma-Aldrich, США), пенициллина / стрептомицина 
(100 ед / мл), гепарина (5 мкг / мл, ОАО «Синтез», Рос-
сия) и затем культивировали в 6-луночном планшете 
из неадгезивного пластика при температуре 37 °C в ат-
мосфере с 5 % содержанием CO

2
. Новые факторы ро-

ста добавляли каждые 3 дня. Проводили несколько 
пассажей (1 раз в неделю) для увеличения количества 
клеток [18]. При достижении достаточного количест-
ва клеток (порядка 106 клеток) CD133+ СКГ выделяли 
методом иммуносортинга, используя магнитные ша-
рики с иммобилизованными на них антителами 
к CD133 (CD133 MicroBeadKit (Miltenyi Biotec, Герма-
ния)) в соответствии с рекомендациями производите-
ля. При нанесении клеточной суспензии на колонку 
давали CD133+ СКГ сначала связаться с антителами 
на магнитных шариках (50 нм) при инкубировании 

клеток в присутствии блокирующего агента в течение 
30 мин при +4 °С, а CD133– ДКГ – свободно пройти 
через колонку. Как только несвязавшиеся CD133– ДКГ 
элюировали из колонки, колонку удаляли из магнит-
ного поля клеточного сепаратора, а CD133+ СКГ вы-
мывали с помощью буфера [18] и культивировали 
в среде, используемой ранее. Чистоту CD133+ СКГ 
оценивали методом проточной цитометрии с CD133-ан-
тителами (5–10 мкг / мл, MiltenyiBiotec, Германия) и она 
превышала 90 % [18]. Дополнительно проводили им-
муногистохимическое окрашивание CD133+ СКГ для 
выявления маркеров Sox2 и нестина.

Приготовление образцов для масс-спектрометрии. 
Два образца клеток глиомасфер (CD133+- и CD133–- 
клетки) криоконсервировали в фосфатном буферном 
растворе при температуре –80 °C до использования. 
После оттаивания клетки лизировали с помощью 
Mammalian Cell Lysis Kit (Sigma-Aldrich, США) в со-
ответствии с рекомендациями производителя. Лизаты 
опухолевых клеток подвергали ультрафильтрации для 
удаления низкомолекулярных соединений ранее опи-
санным методом [18]. После ферментативного расще-
пления (трипсинолиза) образцов лизатов высушенных 
клеток [18] 4 мкл раствора пептидов анализировали 
методом нано-ВЭЖХ-МС / МС для подтверждения 
полноты трипсинолиза. Образцы концентрировали 
при температуре 30 °С в центрифужном концентрато-
ре Labcon coCentriVap для полного удаления бикарбо-
ната аммония.

Триптические пептиды растворяли в мобильной 
фазе (30 % ацетонитрила, 70 % воды и 0,1 % муравь-
иной кислоты, рН 2,7) и разделяли на 24 фракции с ис-
пользованием хроматографа Dionex Ulti Mate 3000 
(Dio nex, США), снабженного коллектором фракций 
и катионообменной колонкой MIC-10-CP (материал 
Poros 10S, 1 мм × 10 см, Thermo Fisher Scientific, Inc.) 
[18]. Полученные фракции концентрировали при тем-
пературе 30 °С в центрифужном концентраторе и по-
вторно разбавляли 100 мкл 0,1 % муравьиной кислоты.

Масс-спектрометрический анализ. Анализ трип-
тических пептидов проводили с использованием нано-
ВЭЖХ-Dionex Ultimate 3000 и масс-спектрометра LTQ 
Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Inc.) с источником 
ионизации NanoSpray [18]. Для обработки масс-спектро-
метрических данных применяли программное обеспе-
чение MaxQuant (версия 1.6.1.0; Biochemistry Compu-
tational Systems, Biochemistry Max Planck, Германия). 
Таблицу полученных белков обрабатывали в програм-
ме Perseus v1.5.1.6 для аннотирования и удаления бел-
ков-контаминантов и ложноположительных иденти-
фикаций, а также для определения статистической 
значимости различий в уровнях белков, полученных 
методом label-free. Значимыми считали различия при 
уровне достоверности p <0,05 для парного t-критерия 
Стьюдента.

Аннотирование биологических и молекулярных 
функций и сигнальных путей белков проводили с по-
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мощью баз данных PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov / 
 pubmed / ), PANTHER (http://www.pantherdb.org / ),  Gene-
Ontology (http://www.geneontology.org / ), Swiss-Prot 
(www.uniprot.org / uniprot) и KEGG (http://www.genome.jp / 
 kegg / ). Анализ сети PPI (белок-белковых взаимодей-
ствий) выполняли с использованием базы данных 
STRING v10 (https://string-db.org).

Результаты
Для лучшего понимания биологических процессов 

и сигнальных путей, отличающих СКГ от дифферен-
цированных опухолевых клеток, был проведен проте-
омный анализ лизатов этих клеток. Мы использовали 
label-free количественный протеомный нано-ВЭЖХ-
МС / МС-метод для обнаружения и сравнения ДЭБ в 2 
образцах (в триплетах): CD133+ СКГ и CD133– ДКГ. 
Протеомный анализ триптических пептидов с помо-
щью программного обеспечения MaxQuant иденти-
фицировал в общей сложности 1990 белков путем со-
поставления 47 978 МС / МС-спектров с пептидными 
последовательностями в базе данных Swiss-Prot_human 
с ложным уровнем обнаружения (FDR) 1 % для трой-
ных повторов 2 видов образцов.

Дополнительная обработка данных с помощью 
программы Perseus идентифицировала следующее ко-
личество белков: Sample01 (CD133+ СКГ) – 1891 белок 
по 9124 пептидам (из них 7906 уникальных пептидов); 
Sample02 (CD133– ДКГ) – 1748 белков по 8816 пепти-
дам (из них 7598 уникальных пептидов). Из них 97,6 % 
были идентифицированы по совпадению двух и более 
пептидов и 2,4 % – по совпадению одного пептида. 
Процент сиквенс-покрытия исследуемых белков ва-
рьировал от 0,2 до 77,0 %, а именно: 1496 белков с си-
квенс-покрытием до 20 %; 414 – от 20 до 40 %; 63 – 
от 40 до 60 %; 17 – от 60 до 77,3 %. Коэффициенты 
корреляции Пирсона между образцами CD133+ СКГ 
и CD133– ДКГ варьировали от 0,74 до 0,93.

Белки, идентифицированные в образцах CD133+ 
СКГ и CD133– ДКГ, анализировали на процент пере-
крытия. Идентифицированные протеины показали 
высокий процент перекрытия для двух клеточных по-
пуляций: 1649 белков (83 % из 1990 белков) были об-
наружены во всех клеточных лизатах, 242 белка (12 %, 
525 пептидов) – только в CD133+ СКГ, а 99 белков (5 %, 
217 пептидов) – только в CD133– ДКГ.

Из этих белков 589 были ДЭБ и имели статистиче-
ски значимые изменения (p <0,05) экспрессии в кле-
точной линии CD133+ СКГ по сравнению с CD133– ДКГ 
c кратностью изменения >2 или <0,5. Использование 
1 в качестве порогового логарифмического соотноше-
ния показало, что экспрессия 358 белков была выше, 
а экспрессия 231 белка была ниже в CD133+ СКГ 
по сравнению с CD133– ДКГ. Повышение экспрессии 
более чем на порядок наблюдали у 60 ДЭБ, включая 
KIF6, MYH11, DLD, NPC2, TMEM165, UBXN1, BLVRA, 
H2AFY. Одновременно снижение экспрессии более 
чем на порядок отмечали для 62 ДЭБ, включая DHX57, 

CSA2, KIF7, MYNN, RGPD3, SUMO2, ARHGEF18, 
SRSF9.

Динамический диапазон для идентифицированных 
белков составлял 6 порядков (от 4,1 × 108 до 363), что 
позволило выявить низкокопийные белки, такие как 
гемоксидаза 2, фактор сплайсинга 1, десмоглеин 1, каль-
понин 3 и др. Также были идентифицированы прогно-
стические маркеры МГБ (IDH1 / 2), специфические 
маркеры мезенхимальных (CD44, интегрин α5 и β1) 
и прогениторных (член А3 семейства альдегиддегидро-
геназы 1) стволовых клеток глиобластомы и маркеры 
пронейрональной дифференцировки нейральных про-
гениторных стволовых клеток (тубулин β3, нестин).

Полученные данные протеомного картирования 
белков различных типов клеток были подвергнуты 
сравнительному биоинформатическому анализу.

В дальнейшем в анализ каждой из групп сравнения 
были включены только ДЭБ. Каждый из 589 ДЭБ в кле-
точных линиях CD133+ СКГ и CD133– ДКГ классифи-
цировали по клеточной локализации с использовани-
ем открытых баз данных, указанных выше. Если один 
белок был обнаружен в более чем 1 клеточном компар-
тменте, он также учитывался. Клеточная локализация 
ДЭБ в основном включала структурные компоненты 
клетки (GO:0005623; 40,6 %), органеллы (GO:0043226; 
28,5 %), протеиновые комплексы (GO:0032991; 18,1 %), 
мембрану (GO:0016020; 9,4 %). Таким образом, значи-
тельная часть белков относилась к внутриклеточной 
локализации.

Классификация белков по биологическим про-
цессам показала, что большинство ДЭБ вовлечены 
в метаболический (GO:0008152; 27,5 %) и клеточные 
(GO:0009987; 32,3 %) процессы, организацию клеточ-
ных компонентов или биогенез (GO:0071840; 11,0 %), 
локализацию (GO:0051179; 7,9 %), биологическую регу-
ляцию (GO:0065007; 6,5 %), ответ на стимулы (GO:0050896; 
4,9 %), развитие (GO:0032502; 4,0 %). Основная часть 
ДЭБ выполняла связывающие (GO:0005488; 38,9 %) 
и каталитические (GO:0003824; 39,6 %) молекулярные 
функции, проявляла структурную (GO:0005198; 9,2 %) 
и транспортную (GO:0005215; 5,9 %) активность. Боль-
шинство ДЭБ относились к следующим классам бел-
ков: связывающие нуклеиновые кислоты (PC00171; 
18,2 %), гидролазы (PC00121; 11,4 %), оксидоредукта-
зы (PC00176; 9,6 %), ферментативные модуляторы 
(PC00095; 7,5 %), белки цитоскелета (PC00085; 7,0 %), 
трансферазы (PC00220; 6,5 %), транскрипционные фак-
торы (PC00218; 5,4 %), сигнальные молекулы (PC00207; 
3,5 %).

Учитывая важную роль ВКМ-РВ в инвазии и дис-
семинации МГБ, мы изучили экспрессию белков, свя-
занных с этим сигналингом. В результате протеомного 
анализа идентифицированы 18 детерминант сигналь-
ного каскада ВКМ-РВ. Увеличенная экспрессия на-
блюдалась у 14 протеинов (p <0,05), из них 10 ДЭБ 
имели повышенную экспрессию более чем в 2 раза 
в CD133+ СКГ по сравнению с ДКГ (см. таблицу). 
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Достоверно не изменяли экспрессию 4 протеина 
(COL6A2, ITGA3, LAMA2, TNC). Дополнительно про-
анализировали изменение экспрессии белков FERMT2, 
LOXL2, HDAC2 и FBN1, участие которых в регуляции 
процесса ВКМ-РВ доказано.

Детерминанты взаимодействия белков внеклеточного матрикса 
с рецепторами клеток, экспрессия которых различается (p <0,05) 
между CD133+ стволовыми клетками и CD133– дифференцирован-
ными клетками глиомы

Determinants of interaction between extracellular matrix proteins and cell 
receptors, the expression of which differs (p <0.05) between CD133+ stem 
cells and CD133– differentiated glioma cells

Индекс 
гена 
Gene 
index

Название белка 
Protein name

Число 
иденти-
фициро-
ванных 
пепти-

дов 
Number 

of 
identified 
peptides

CD133+ 
стволовые 

клетки глио-
мы / CD133– 

дифференциро-
ванные клетки 

глиомы 
CD133+ glioma 

stem 
cells / CD133– 
differentiated 
glioma cells

CD44 CD44 антиген 
CD44 antigen

8 1,54

COL1A1 Коллаген типа 1 α1 
Collagen type 1 α1

2 1,52

COL1A2 Коллаген типа 1 α 
Collagen type 1 α 3 1,85

COL6A1 Коллаген типа 4 α1 
Collagen type 4 α1

3 8,46

COL6A3 Коллаген типа 4 α3 
Collagen type 4 α3

16 2,31

FN1 Фибронектин 1 
Fibronectin 1

8 2,26

HMMR

Рецептор гиалуро-
нан-опосредован-
ной подвижности 
Hyaluronan-mediated 
motility receptor

3 1,76

ITGA2 Интегрин α2 
Integrin α2

7 2,90

ITGA5 Интегрин α5 
Integrin α5

3 3,62

ITGB1 Интегрин β1 
Integrin β1

12 4,50

ITGB3 Интегрин β3 
Integrin β1

9 2,24

ITGAV Интегрин α5 
Integrin α5

2 5,07

LAMB1 Ламинин β1 
Laminin β1

5 8,84

LAMC1 Ламинин γ1 
Laminin γ1

5 2,77

Обсуждение
При проведении исследования мы использовали 

глиомасферы, образованные из линии клеток U87MG 
МГБ человека в суспензионных условиях, в качестве 
модельной системы и единого источника для получе-
ния и изучения CD133+ СКГ и CD133– ДКГ. По пред-
варительным данным, CD133+ СКГ, полученные из 
глиомасфер линий клеток первичных глиом, об ладали 
высоким туморогенным потенциалом. Ста CD133+-
клеток, введенных в мозг ксенографтов, хватало для 
индукции МГБ, похожей на первоначальную опухоль 
[19, 20]. CD133 – -клетки, выделенные из глиомасфер, 
образованных при культивировании клеток первичной 
опухоли в адгезивных условиях, также обладали ство-
ловоподобными свойствами, тогда как CD133–-клетки 
МГБ, полученные после CD133+-иммуносортинга из 
суспензии клеток глиомасфер, такими свойствами 
не обладали, имели очень низкий туморогенный по-
тенциал, не образовывали глиомасфер и несли на сво-
ей поверхности маркеры 3 направлений нейральной 
дифференцировки [20], что, по мнению ряда исследо-
вателей, давало все основания приписать им статус 
ДКГ [21]. Выход CD133+ СКГ в наших опытах не пре-
вышал 5 %.

В настоящей работе впервые выполнен сравнитель-
ный протеомный анализ CD133+ СКГ и CD133– ДКГ. 
Основное внимание было уделено ДЭБ ВКМ-РВ, иг-
рающего важную роль в процессах диссеминации опу-
холевых клеток. Мы идентифицировали 1990 белков, 
18 из них связаны с ВКМ-РВ. Обнаружена положи-
тельная регуляция 14 белков ВКМ-РВ в CD133+ СКГ 
по сравнению с CD133– ДКГ, 10 из которых (COL6A1, 
COL6A3, FN1, ITGA2, ITGA5, ITGAV, ITGB1, ITGB3, 
LAMB1, LAMC1) имели повышенную экспрессию бо-
лее чем в 2 раза. Схема белок-белковых взаимодействий 
идентифицированных детерминант ВКМ-РВ, экспрес-
сия которых статистически значимо (p <0,05) разли-
чалась в 2 клеточных популяциях, приведена на ри-
сунке.

По сравнению с ДКГ  СКГ проявляют устойчивость 
к химиолучевой терапии и агрессивную инвазию, часто 
вследствие кооптации сигнальных путей, относящих-
ся к физиологии нормальных стволовых клеток [19]. 
После первоначального лечения большинство опухо-
лей МГБ рецидивирует локально в местах, возникаю-
щих на периферии полости, полученной после резек-
ции первичной опухоли. Недавно S. Munthe и соавт. 
сообщили, что клетки глиомы на периферии опухоли 
имеют фенотип СКГ [22]. СКГ локализованы внутри 
особых микроокружений, называемых нишами, где 
поддерживается их стволовость. Инициирование опу-
холи, выживание и инвазия регулируются динамически 
сложным взаимодействием между СКГ и различными 
компонентами микроокружения, включая клетки 
стромы хозяина [23]. С другой стороны, инвазивная 
область внешнего края опухоли также представляет 
собой специфическую микросреду, которая может стать 
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еще одной нишей для СКГ [24]. В настоящее время 
мало известно о молекулярных особенностях инвазии 
СКГ, в том числе из зоны ниш на периферии опухоли.

Результаты исследования МГБ показали, что инва-
зия опухоли не происходит случайным образом; рако-
вые клетки следуют по отдельным анатомическим 
структурам и склонны мигрировать вдоль трактов бе-
лого вещества, в периваскулярных пространствах, из-
бегая определенных областей серого вещества [25]. 
Несмотря на обширное вторжение в паренхиму голов-
ного мозга и периваскулярные пространства, распро-
странение опухоли вдоль цереброспинальной жидко-
сти наблюдается только в 2 % случаев, а метастазы 
за пределами нейраксиса отмечались редко [26]. Это 
говорит в пользу того, что клеточная инвазия глиомы 
происходит в определенных тканевых отсеках. С учетом 
того, что внеклеточное пространство намного меньше, 
чем инвазивная клетка глиомы, и астроцитарные от-
ростки покрывают приблизительно 99 % сосудистой 
сети [5], вообще удивительно, что опухолевая клетка 
способна двигаться через мозг. Результаты исследова-
ния показали, что клетки МГБ подвергаются несколь-
ким генетическим и фенотипическим изменениям, 
которые позволяют им переключаться в инвазивный 
фенотип. Этим изменениям способствуют хемоаттрак-
тантные и репульсивные сигналы, которые возникают 
при взаимодействии опухолевых клеток с их микро-
средой [27].

Фокальная адгезия позволяет клеткам взаимодей-
ствовать с окружающей средой и имеет важное значе-
ние в эмбриональном развитии, поддержании целост-
ности тканей и функций органов [28]. Фокальная 
адгезия выполняет структурную и сигнальную роль, 
связывая белки ВКМ с актиновым цитоскелетом, 

и генерирует силу тяги, необходимую для миграции 
клеток и ее регуляции. Белки фокальной адгезии вклю-
чают мембранные белки, такие как интегрины, кото-
рые соединяют компоненты ВКМ с актиновым цито-
скелетом клеток [28].

Интегрины являются гетеродимерными рецепто-
рами клеточной поверхности для гликопротеинов ВКМ 
и состоят из нековалентно связанных α- и β-субъеди-
ниц, пронизывающих клеточную мембрану. У млеко-
питающих охарактеризованы 18α- и 8β-субъединиц, 
которые образуют 24 уникальных интегриновых гете-
родимера, распознающих определенные типы белков 
ВКМ [29]. Например, Arg-Gly-Asp (RGD), связываю-
щие интегрины, распознают компоненты ВКМ, со-
держащие RGD-трипептидный мотив, такие как фи-
бронектин, витронектин и фибриноген. Интегрины, 
связывающие Leu-Asp-Val (LDV), распознают LDV-
связанные последовательности во ВКМ, такие как 
молекула адгезии сосудистых клеток 1 (MAdCAM-1) 
и молекула межклеточной адгезии 1 (ICAM-1); интег-
рины, содержащие А-домен, взаимодействуют с лами-
нином и коллагеном; интегрины, не содержащие А-до-
мен, связывают ламинин [30]. Взаимодействие между 
α- и β-субъединицами модулируется лигандами ВКМ, 
тем самым изменяя конформацию интегриновых   
α–β- гетеродимеров, и распространяется на их цито-
плазматические хвосты, связанные с рядом белков фо-
кальной адгезии. Бета-цепь имеет функциональное 
значение для классификации интегринов. Так, интег-
рины с β1- или β3-цепью преимущественно вовлечены 
во взаимодействие клетки с ВКМ.

Протеомный анализ идентифицировал 7 α- / β-субъ-
еди ниц интегриновых рецепторов. Среди них 5 были 
ДЭБ (ITGA2, ITGA5, ITGB1, ITGB3, ITGAV) и имели 
повышенную экспрессию в CD133+ СКГ (см. таблицу). 
Интегрин ITGA2 образует гетеродимер с субъединицей 
интегрина β1 в виде трансмембранного рецептора для 
адгезии клеток к ВКМ. Интегрин α2β1 является основ-
ным рецептором коллагена, а также может связывать 
ламинин, фибронектин и Е-кадгерин. Он сверхэкс-
прессирован в различных раковых клетках, но отсут-
ствует или слабо представлен в покоящихся эндоте-
лиальных клетках [31]. Показано, что интегрин α2β1 
способствует миграции раковых клеток и инвазии, 
а также ангиогенезу. Кроме этого, его профили экс-
прессии в раковых клетках положительно коррелиру-
ют с их агрессивным поведением во время опухолевой 
прогрессии [32]. Таким образом, ITGA2 может пред-
ставлять собой перспективную мишень для разработ-
ки таргетной терапии рака.

Интегрин α5 (ITGA5) связывается преимуществен-
но с интегрином β1 и считается одним из наиболее 
представленных интегринов во ВКМ. Он активно уча-
ствует в процессах адгезии, передаче межклеточных 
сигналов и вовлечен в процессы инвазии и онкогене-
за [33]. Миграция, инвазия и пролиферация раковых 
клеток могут быть значительно супрессированы при 

LAMC1

FN1 LAMB1

CD44
HMMR

COL6A1

COL1A2
COL6A3

COL1A1

ITGA2

ITGAV ITGB3

ITGA5

ITGB1

Схема белок-белковых взаимодействий идентифицированных детер-
минант рецепторного взаимодействия внеклеточного матрикса, экс-
прессия которых различалась (p <0,05) в CD133+ стволовых клетках 
и CD133– дифференцированных клетках глиомы
Diagram of protein-protein interactions of identified determinants of receptor 
interaction of extracellular matrix, expression of which differed (p <0.05) 
between CD133+ stem cells and CD133– differentiated glioma cells
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нокауте гена ITGA5 в МГБ по сравнению с нормаль-
ными глиальными клетками [34].

Гипоксия и витронектин могут увеличивать экс-
прессию интегринового рецептора αvβ3, в состав ко-
торого входит ITGAV, на цитоплазматической мембра-
не клеток МГБ и стимулировать их инвазию [35]. 
Поскольку он в изобилии присутствует на эндотели-
альных клетках, многие исследования в основном фо-
кусируются на его роли в опухолевом ангиогенезе 
и эпителиально-мезенхимальном переходе. Однако 
недавно показано, что повышенная экспрессия интег-
ринового рецептора αvβ3 на клетках МГБ является 
плохим прогностическим фактором заболевания [36].

Внеклеточный матрикс значительно влияет на кли-
ническое поведение опухолей. Биологические изме-
нения во ВКМ могут непосредственно регулировать 
адгезию и диссеминацию клеток, поэтому большое 
внимание уделяется изучению роли ВКМ-связанных 
белков в опухолевой прогрессии. Количество ВКМ 
в опухолевой ткани больше, чем в нормальной ткани 
мозга (50 % против 20 %) [37]. Нерегулируемая дина-
мика ВКМ является отличительной особенностью 
рака. Состав ВКМ глиомы отличается от такового 
у здорового мозга, тогда как универсальные компо-
ненты ВКМ экспрессируются равномерно в здоровом 
мозге, уровни фибриллярных белков и ламинина по-
вышены в МГБ [38]. Ряд белков ВКМ синтезируется 
самими клетками МГБ, к ним относятся ламинины, 
коллагены и фибронектин.

Ламинины представляют собой семейство больших 
внеклеточных гетеротримерных гликопротеинов ба-
зальной мембраны и обычно экспрессированы вокруг 
кровеносных сосудов. Как известно, МГБ – широко 
васкуляризированный тип опухоли. Ламинины играют 
важную роль во многих фундаментальных биологи-
ческих процессах, включая эмбриогенез, опухолевую 
инвазию, дифференцировку тканей и заживление 
ран [39]. Как видно из таблицы, экспрессия LAMB1 
и LAMC1 увеличена в CD133+ СКГ в 8,84 и 2,77 раза 
соответственно. Синтез фибриллярных белков, таких 
как COL6A1 и COL6A3, повышен в CD133+ СКГ в 8,46 
и 2,31 раза соответственно.

Фибронектин (FN1) является важным белком 
ВКМ, который сверхэкспрессирован при нескольких 
видах рака и участвует в отдельных этапах онкогене-
за. В частности, повышенные уровни FN1 наблюда-
ются в образцах опухолей и периферической крови 
[40] у пациентов с глиобластомой. FN1 также моду-
лирует в концентрационной манере адгезию, проли-
ферацию и дифференцировку СКГ [41]. Экспрессия 
FN1 увеличивается в мигрирующем крае опухолевой 
массы (глиомезенхимальный узел). Специфическое 
ингибирование фибронектинсвязывающих интегри-
нов уменьшает миграцию опухолевых клеток [42]. 
Экспрессия FN1 повышена в CD133+ СКГ (см. таб-
лицу) по сравнению с дифференцированными клет-
ками МГБ.

Взаимодействие компонента ВКМ гиалуронана 
с его рецепторами HMMR и CD44, которые сверхэкс-
прессированы в клетках глиомы, является основным 
условием для инвазии глиомы [43]. Опосредованный 
гиалуронаном рецептор подвижности (HMMR) – это 
онкоген, который играет важную роль в прогрессии 
солидных опухолей [44]. HMMR экспрессирован пра-
ктически повсеместно в образцах человеческих глиом 
и его экспрессия выше в МГБ, чем в глиомах более 
низкой злокачественности. Клеточные линии глиомы 
также имеют более высокий уровень HMMR, чем нор-
мальные астроциты человека [43]. HMMR и CD44 яв-
ляются двумя рецепторами для гиалуронана, важного 
компонента микроокружения при большинстве зло-
качественных опухолей. CD44 идентифицирован как 
маркер опухолевых стволовых клеток и непосредствен-
но регулирует их при различных видах рака, включая 
глиобластому [45]. HMMR образует комплекс с CD44, 
который при связывании с гиалуронаном активирует 
внутриклеточные сигнальные пути, регулирующие 
выживаемость, пролиферацию и инвазию опухолевых 
клеток [46]. По нашим данным, уровни HMMR и CD44 
повышены в CD133+ СКГ по сравнению с CD133– ДКГ 
в 1,76 и 1,54 раза соответственно.

FERMT2 является важным регулятором активно-
сти интегринов, адгезии клеток к ВКМ и участвует 
в канцерогенезе и опухолевой прогрессии [47]. По на-
шим данным, уровни FERMT2 увеличены в клетках 
CD133+ СКГ в 3,56 раза. Механизм действия FERMT2 
частично связан с уменьшением экспрессии каспазы 
3 (CASP3) [48]. В нашем исследовании также отмеча-
ется снижение уровня CASP3 в клетках CD133+ СКГ 
в 0,45 раза по сравнению с ДКГ.

Белки ВКМ коллаген и эластин являются хорошо 
известными субстратами для лизилоксидазы (LOX) – 
подобного протеина 2 (LOXL2) [49], секретируемой 
медьзависимой аминоксидазы, члена семейства LOX. 
Повышенная экспрессия LOXL2 усиливает пролифе-
рацию и инвазию клеток глиомы [50]. Существует вза-
имодействие между LOXL2 и HDAC2, а их экспрессии 
коррелирует между собой в образцах ткани глиомы, 
что подтверждает синергическую онкогенную роль этих 
2 белков [50]. Таким образом, LOXL2 является перспек-
тивным прогностическим биомаркером и потенциаль-
ной терапевтической мишенью для пациентов с гли-
омой. По результатам нашего анализа в CD133+ СКГ 
наблюдается увеличение экспрессии LOXL2 и HDAC2 
в 9,02 и 1,74 раза (p <0,05) соответственно по сравне-
нию с ДКГ.

Новые данные свидетельствуют о том, что фибрил-
лины участвуют в онкогенезе [51]. Фибриллины явля-
ются первичными компонентами микрофибрилл во 
ВКМ многих эластичных и неэластичных соединитель-
ных тканей. Фибриллин 1 (FBN1), фибриллин 2 (FBN2) 
и фибриллин 3 (FBN3) составляют семейство фибрилли-
нов. Показано, что FBN1 играет важную роль в поддер-
жании плюрипотентности эмбриональных и опухолевых 
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стволовых клеток [52]. Мы наблюдали повышение уров-
ней FBN1 в CD133+ СКГ в 6,2 раза.

Заключение
В настоящем исследовании впервые проведен срав-

нительный протеомный анализ CD133+ СКГ и CD133–

ДКГ. Основное внимание было уделено ДЭБ ВКМ-РВ, 
играющего важную роль в процессах диссеминации 
опухолевых клеток. Мы идентифицировали 1990 бел-
ков, 18 из них связаны с ВКМ-РВ. Обнаружена поло-
жительная регуляция 14 белков ВКМ-РВ в CD133+ СКГ 

по сравнению с CD133– ДКГ, 10 из которых (COL6A1, 
COL6A3, FN1, ITGA2, ITGA5, ITGAV, ITGB1, ITGB3, 
LAMB1, LAMC1) имели повышенную экспрессию бо-
лее чем в 2 раза. Отмечено повышение в CD133+ СКГ 
уровней 4 белков (FERMT2, LOXL2, HDAC2, FBN1), 
активирующих сигналинг ВКМ-РВ. Представленные 
результаты, на наш взгляд, указывают на возможность 
целенаправленного терапевтического воздействия 
на сигнальный каскад ВКМ-РВ в CD133+ СКГ, что мо-
жет использоваться при разработке новых схем лечения 
МГБ.
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Ирина Борисовна была замечательным человеком –  
талантливым, великодушным, отзывчивым, чутким и мудрым.

Кончина Ирины Борисовны – огромная и невосполнимая утрата для друзей, коллег, учеников и всего Института. 
Светлая память о ней всегда будет жить в наших сердцах.

Ирина Борисовна работала в НИИ канце
рогенеза с  1975  г. и  посвятила науке 
бόльшую часть своей жизни. Она стояла 
у истоков развития молекулярной диаг
ностики онкологических заболеваний 
в России, активно разрабатывала прин
ципы создания молекулярного портрета 
опухоли как  основы для  персонифици
рованной противоопухолевой терапии. 
Ирина Борисовна является автором бо
лее 100 публикаций в  отечественных 
и  зарубежных изданиях, была руково
дителем многочисленных проектов, 
поддержанных грантами научных фон
дов, грантами правительства России 
и др., членом международных и россий
ских онкологических научных организа
ций. В течение 10 лет (с 2004 по 2014 г.), 
пока позволяло здоровье, возглавляла 
лабораторию регуляции клеточных 
и  вирусных онкогенов НИИ канцероге
неза. Под ее руководством выросла це
лая плеяда исследователей, которые 

успешно работают как в НИИ канцероге
неза, так и в научных коллективах веду
щих исследовательских центров России, 
Германии, Великобритании, Франции, 
США.

Невозможно переоценить вклад Ирины 
Борисовны в  работу НИИ канцерогене
за, его научную жизнь и творческую ат
мосферу. На протяжении многих лет она 
была постоянным членом Объединен
ного ученого совета Центра и  Ученого 
совета НИИ канцерогенеза, внесла ог
ромный вклад в создание и работу жур
нала «Успехи молекулярной онкологии», 
являясь заместителем главного редак
тора. Ирина Борисовна была одним 
из  активных организаторов ежегодной 
Всероссийской конференции по молеку
лярной онкологии, проводимой на базе 
НИИ канцерогенеза. Во  многом благо
даря ее усилиям конференция стала 
 одним из ведущих отечественных фору
мов в области молекулярной онкологии.

9 февраля 2019 г. после тяжелой 
болезни ушла из жизни выдающийся 

специалист в области 
молекулярной онкологии, ведущий 

научный сотрудник НИИ 
канцерогенеза НМИЦ онкологии  
им. Н. Н. Блохина, заместитель 

главного редактора журнала 
«Успехи молекулярной онкологии» 

Ирина Борисовна Зборовская

Памяти Ирины Борисовны Зборовской 
07.01.1952–09.02.2019


